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OZET

Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemili Hastalarin ve Saghkh Vericilerin
Kemik Iliklerinden Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Losemik Blastlar Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirilmasi

Akut lenfoblastik 16semi ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kanserdir. Kiir
orani yiiksek olmasina ragmen, ¢ocuklarda 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir.
Kemik iligi mikrogevresi l6semi baslangicinda ve siirecinde Onemli rol oynar.
Mikrogevreyi olusturan hiicreler, 6zellikle mezenkimal kok hiicreler (MKH),
bliylime faktorleri, sitokinler ve hiicre i¢i sinyallar iireterek ALL hiicrenin
sagkalimini, ¢ogalmasini ve ilag direnci gostermesini diizenler. MKH’lerin 16semik
hiicre sagkalimina etkisi tam olarak bilinmemekle beraber salgilanan ¢esitli sitokinler

ya da blastlarla etkilesiminin etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda ALL’li ve saglikli bireylerin MKH’lerinin blastik hiicreler
tizerindeki apoptotik etkisi in vitro da hiicre-hiicre kontagi olmadan (membranli) ve
hiicre-hiicre kontagi saglanarak (membransiz) yapilan kokiiltiir deneyleriyle
incelenmis ve blastik hiicrelerin apoptotik ozellikleri flow sitometri yontemiyle
analiz edilmistir. Ayrica MKH’ler de p-katenin proteinin ve apoptotik proteinler olan
Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3’iin ekspresyon calismalart immunositokimyasal olarak

belirlenmistir.

Kokiiltiir sonuglarimiza goére hasta ve saglikli MKH’lerin blastlarla
etkilesiminde apoptotik anlamda bir fark olmadigi ancak membranli ve membransiz
olarak kokiiltiire edilen blast hiicrelerinin apoptoz oranlarinin degistigi saptandi.
MKH’lerde incelenen B-katenin, Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3 ekspresyonunun hasta-

PO

saglikli gruplarda ve membranli-membransiz gruplarda degistigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, c¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semi,

mezenkimal kok hiicre, $-katenin



ABSTRACT

Comparison of Effects of Mesenchymal Stem Cells Derived From Bone Marrow
of Patients with Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia and

Healthy Donors on Leukemic Blasts

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in
childhood. Despite the high rate of cure, ALL is one of the leading causes of death in
children. The bone marrow microenvironment plays an important role in the
initiation and  progression of leukemia. Various components of this
microenvironment, particularly MSCs, regulate ALL survival, proliferation, and drug
resistance by producing growth factors, cytokines, and intracellular signals. The
exact role of MSCs in leukemic cell survival is not well known, but probably they
show their effects through secreting various cytokines or interact with the leukemic

cells.

In our study, the apoptotic effects of MSCs of patients with childhood ALL
and healthy donors on blastic cells were investigated in vitro by coculturing without
cell-cell contact (with membrane) and providing cell-cell contact (without
membrane). Apoptotic properties of blasts were analyzed by flow cytometry. The
expression studies of B-catenin and Bax, Bcl-2 and Caspase 3 which are apoptotic

proteins were determined as immunocytochemical methods in MSCs.

According to the result of coculture studies, when apoptotic rates of
healthy-patients and with membrane, without membrane gorups were compared, it
was found out that there is no difference in the MSCs interaction with blasts of
healthy donors and patients whereas it was seen that apoptosis rates of the blastic
cells which were cocultured with and without membrane changed. In addition, it was
noticed that B-catenin, Bcl-2, Bax and Caspase 3 expression of MSCs showed

changes in patients and healthy donors as well.

Keywords:  Apoptosis, Childhood acute lymphoblastic leukemia,

mesenchymal stem cell, B-catenin
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GIRIS

Bir¢ok gelismis iilkede ¢ocuklarda en yaygin ikinci 6liim sebebi olan kanser,
iilkemizde de ilk siralarda yer almaktadir (1). Kemik iligi kdkenli hematopoez
sirasinda B ve T lenfosit olmasi yoniinde uyarilan lenfoid progenitdr hiicrelerin
malign donlisiimii sonucu olusan Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), daha ¢ok
cocukluk ¢aginda goriilen oldukga agresif, malign hematolojik bir hastaliktir (2,3).
Son yillarda ALL ile ilgili bilgilerin artmasi ve gelistirilen yeni terapilerin ortaya
¢ikmasi olduk¢a Onemli olmustur. Buna ragmen oOnemli sayida ALL hastas1 ya

relapstan ya da tedaviye direng gostererek hayatin1 kaybetmektedir (4).

Organizmanin en =zengin kok hiicre kaynagi olan kemik iliginde,
mezodermden koken alan hematopoetik, mezenkimal kok/stromal ve endotelyal
hiicreler bulunmaktadir. Stromal kokenli olan mezenkimal kok hiicreler (MKH),
hematopoetik kok hiicrenin (HKH) stromaya tutunmasinda, cesitli sitokinlerin
salimimi ile hematopoetik oncii hiicrenin olgun hiicreye farklilasmasinda veya bazi
sitokinlerin inhibisyonu ile kok hiicrenin siklusun GO fazinda kalarak kok hiicre
rezervi olusturmasinda, kendini yenilemesi ya da gerektiginde diger dokulara
mobilizasyonu gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahiptir (5). Hematopoetik kok
hiicreler ile kemik iligi mikrogevresinde yer alan stromal hiicreler arasindaki
etkilesimlerin ve degisimlerin 16semi gelisiminde veya seyrinde rol oynadig: ileri

stiriilmektedir (6).

Kemik iligi mikrogevresi l6seminin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli rol
oynar. Temel gorevinin hematopoezin devamini saglamak oldugu bilinen MKH’
lerin, 16semi gibi primer kemik iliginden kaynaklanan ve metastatik kemik iligi
kanserlerinde de kanser hiicreleri i¢in kemoatraktan faktorler salgilayarak kanser
hiicrelerinin ¢ogalmast i¢in uygun mikrogevreyi sagladigi diisliniilmektedir.

Mikrocevrede yer alan MKH’ lerin ALL hiicrelerinin sagkalimlarini, ¢gogalmalarini



diizenledigi, o hiicrelerle kontakt kurarak ya da cesitli biiyiime faktorleri, sitokinler

salgilayarak etki gosterdigi disiiniilmektedir (6).

Hematopoetik prekiirsorlerde matiirasyonun duraklamasi ve blastlarin hizl
proliferasyonu, programli hiicre Olimii olan apoptoz yapabilme o6zelliginin
azalmasiyla sonuglanir. Apoptoz oOzellikle hematopoetik sistemde hiicrelerin
homeostazinda anahtar rol oynayan iyi diizenlenmis, kontrollii hiicresel 6lim
programidir. Karsinogenezdeki yeni elde edilen bilgiler I6semilerde apoptoz
inhibisyonun, en az kontrolsiiz hiicre proliferasyonu kadar énemli oldugunu ortaya
koymustur (7). Apoptotik yolaklarda veya gesitli sinyal yolaklarinda degisimler
devreye girdiginde lenfoblast diferansiye olma 6zelligini kaybetmekte ve sinirsiz

cogalma Ozelligi kazanmaktadir (8).

Embriyogenez ve doku homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in  gerekli
proliferasyon, farklilagma, sagkalim ve anjiyogenez gibi hiicresel siireglerin
diizenlenmesinde 6nemli olan Wnt sinyal yolagi, son yillarda {izerinde durulan
olduk¢a 1lgi c¢ekici bir yolaktir. Temel olarak 3 farkli Wnt sinyal yolagi
tanimlanmistir ve bunlardan kanser gelisiminde rol oynayan tipi Wnt/ B-katenin
yolagidir. Bu yolagin anlasilmasinda merkezi rolii B-katenin oynar. Wnt sinyali
yoklugunda B-kateninin sitoplazmada yikimi saglanir. Wnt sinyali varliginda ise
sitoplazmada birikmeye baslayan B-katenin, cekirdege tasiir (9). Boylelikle hiicre
proliferasyonunu diizenleyen ve gelisimi kontrol eden c¢ok sayida genin
transkripsiyonunu aktive eder. Bu genlerin ¢ogu bilinen onkogenler olup kanser
tedavisinde gii¢lii birer hedeftirler (10). Bozulmus Wnt sinyal yolag:1 kanserde dahil
olmak tizere bir¢cok hastalikla iliskilidir. Kemik iligindeki Wnt proteinleri
ekspresyonu, fetal ve yetiskin hematopoetik kok hiicrelerin gelisimini etkiler (11).
Ozellikle embriyonik dénemde dnemli olan Wnt sinyallerinin lenfosit &nciillerinin
sagkalim ve proliferasyonunun diizenlenmesinde MKH’ler araciligiyla rol oynadig:
gosterilmistir.  Bu nedenle anormal Wnt aktivasyonunun, I6komogenezin

nedenlerinden biri oldugu 6ne siiriilmektedir (12).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢alismamizda ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik
16semili hastalarin ve saglikli vericilerin MKH’lerini blastik hiicrelerle kokiiltiire
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ederek in vitro ortamda kemik iligi mikrogevresini olusturmayi ve bu mikrogevrede
yer alan MKH’lerin blastik hiicreler iizerindeki apoptotik etkilerini incelemeyi
amagladik. Bunun i¢in birinde hiicre-hiicre kontagi olacak sekilde araya membran
konulmadan digerinde ise hiicre gruplar1 arasinda kontakt olmayacak sekilde araya
membran koyarak iki farkli kiiltiir ortam1 olusturuldu ve blastik hiicrelerin apoptoz
oranlar1 arasinda fark olup olmadig arastirildi. Ayrica yine kemik iligi
mikrogevresinde MKH’ler aracilifiyla blastlarin sagkaliminda rolii oldugu diisiiniilen
Wnt/B-katenin sinyal yolaginin anahtar molekiilii olan B-kateninin MKH’ lerdeki
ekspresyonu ve apoptotik yolakta yer alan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3 proteinlerinin
ekspresyonlari immunositokimyasal c¢alismalarla gosterildi. Calismamiz hem
cocukluk cagr ALL’li hastalarin kemik iligi 6rneklerinden hem de saglikli vericilerin
kemik iligi Orneklerinden MKH’ler izole edilerek blastlar iizerindeki etkisini
apoptototik ve Wnt/B-katenin sinyal yolagi agisindan gosteriyor olmasi nedeniyle
literatlirde yer alan diger ¢aligmalardan farklidir. Calismalarda kullanilan hastalarin
blastlar1 indiiklenmeden ya da 6zellikleri degistirilmeden mikrogevrede yer aldig
gibi kiiltiire edilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda farkli hiicre hatlar1 ya da
farkli yerlerden kaynakli MKH’ler kullanilmis ve c¢eliskili sonuglar elde edilmistir.
Elde ettigimiz sonuglarin hem hastalifin patogenezine 1sik tutacagini hem de
gelecekte tedavide kullanilabilecek yeni terapodtik yontemlere yardimci olacagini

diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez (Hemapoez), organizmanin embriyonik ve yetiskin diizeyde, kok
hiicreden ¢ok sayida farkli kan hiicresi olusturmasini tanimlayan bir terimdir.
Yetiskin kok hiicre tiplerinden biri olan ve biitiin kan hiicre serilerine doniisme
yetenegindeki hematopoetik kok hiicrenin gelisim, kendini yenileme ve farklilasma
stireglerini de kapsamaktadir. Hematopoez i¢in gerekli elemanlar; Hematopoetik kok

hiicreler, mikrogevreve, hematopoetik biiyiime faktorleridir.

Embriyogenezin en erken evrelerinde, kan hiicreleri Vitellus kesesi
mezoderminden gelismektedir. 28 giinden itibaren Aorta/Gonado/Mezonefroz
(AGM) bolgesinde kiiciik hiicre gruplariyla intraembriyonik hematopoez baglar. Bir
stire sonra karaciger ve dalak gecici hematopoetik dokular olarak goérev yapar (13).
Kemik iligi ise ancak 6.aydan sonra hematopoezin gerceklestigi primer doku olarak

goriiliir ve tiim erigkin hayati boyunca ayni sekilde devam eder (14, 15).

Olgun hematopoetik sistem asamali olarak farklilasma yetenegine sahip
multipotent ve unipotent kok hiicreleri igerir (16). Bu farklilasma siireci, normal
fizyolojik kosullar altinda geri doniisiimsiizdiir. Yiiksek diizeyde proliferasyon
yapabilme yetenegine sahip bu hiicreler, farkli fonksiyonel 6zelliklerde olgun kan
hiicrelerinin yapimini saglarlar (16, 17). Boylece hematopoetik sistemin sessiz fazda
stirdiiriilmesi i¢in gereken miktarda farklilagmis hiicre yapimi saglanir. Hematopoetik
kok hiicreler bir veya birden c¢ok seriye farklilasmaya simirlanmis progenitor
hiicrelerden olusan hiyerarsik diizenin ana kaynagini olustururlar. Hiyerarsinin en
tepesinde olan HKH’ler iizerindeki proliferasyon baskisi en diisiik diizeydedir (17).
Bu hiicrelerin en 6nemli belirteclerinden birisi CD34°diir, bu insan kemik iligi
hiicrelerinin % 0.5-5’inde ifade olur. Erken progenitorlerde bulunurken daha olgun

hiicrelerde bulunmaz (15). HKH’ler farklilasmis kan hiicrelerinin belirli miktarda
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idamesi ve hematopoetik kok hiicre havuzunun yenilenmesi i¢in nadir olarak
boliiniirler (16, 18).

Hiyerarsik diizende HKH’den sonra yer alan multipotent progenitér (MPP)
hiicreler biitiin serilere farklilagma potansiyelini siirdiiriirler ancak kendilerini
yenileme kapasiteleri sinirlidir. Hematopoetik kok hiicrelerden daha fazla miktarda
bulunan MPP hiicreler gelisim potansiyeli kisitli oligopotent progenitdrlere kaynak
olustururlar. Bu hiicreler ortak lenfoid progenitér (Common Lymphoid Progenitors,
CLP) ve ortak miyeloid progenitérler (Common Myeloid Progenitors, CMP) ile
hematopoetik hiyerarsi icerisindeki dallanma noktasini1 temsil ederler. Sonucta
oligopotent hiicreler, biitiin olgun kan hiicrelerini olusturacak seri-sinirli onciil
hiicrelerin olusumunu saglarlar. Ortak lenfoid progenitdrler B, T, dendritik ve dogal
Oldiiriici  hiicreleri igeren olgun lenfoid efektér hiicreleri olustururlarken
miyeloeritroid hiicre olusturma potansiyelinden yoksundurlar. Ortak myeloid
progenitorler ise miyeloid ve eritroid seri ile dendritik hiicreleri yapma yetenegine
sahiptirler (16, 18). Gelisimin daha ileri evrelerinde CMP hiicreler CD34 ve Fc
(Fragment, cyrstallizable) reseptor ekspresyonlarina gore megakaryosit eritrosit
onciiller1 (Megakaryocytic/Erythroid Precursor, MEP) ve graniilosit monosit
onciillert (Granulocytic/Monocytic Precursor, GMP) olmak {izere iki farkli hiicre
grubuna bdliiniirler. Farklilasma yetenegi sinirli GMP’ler esas olarak olgun nétrofil,
monosit ve makrofaj olusumunu saglarken daha az oranda eozinofil, bazofil ve mast
hiicrelerini meydana getirirler. Megakaryosit eritrosit Onciilleri ise eritrositlerin ve
daha sonra trombositleri meydana getirecek megakaryositlerin olusumundan
sorumludur (18). Boylece hematopoetik sistemin hiyerarsik diizeni igerisinde biitiin

serilerde kan hiicrelerinin olusumu ve idamesi gerceklesmis olur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1.Hematopoetik hiyerarsi modeli. LT-HKH: Uzun siireli (long term) hematopoetik kok hiicre,
ST-HKH: Kisa siireli (short term) hematopoetik kok hiicre, MPP: Multipotent progenitor,
CMP: Ortak (common) miyeloid progenitor, CLP: Ortak (common) lenfoid progenitdr,

MEP: Megakaryosit eritrosit onciilleri, GMP: Graniilosit monosit dnciilleri (19)

2.2. Cocukluk Cag1 Losemileri

Losemi, hematopoetik Onciil hiicrelerin neoplastik transformasyonu sonucu
farklilasma ve olgunlasma kusuru gostermeleri ile asir1 ¢ogalma 6zelligi kazanan
hiicrelerin kemik iligini, periferik kan1 ve takiben diger dokulari istila etmesi sonucu
normal kan hiicrelerinin yapilamamasi ile karakterize kemik iliginin malign bir grup

hastaligidir (21).

Cocuklarda losemilerin % 97’sini akut ldsemiler olusturur (Tablo 2.1).

Losemi siniflamalar1t normal hematopoezin neresinde klonal ekspansiyon oldugunu



anlamaya yoneliktir. Losemik hiicrelerin morfolojik, immiinfenotipik, sitogenetik,
biyokimyasal ve molekiiler genetik 6zelliklerine dayanarak cesitli siniflandirmalar
yapilmis olup son yillarda bunlarin kombinasyonlar1 ile 16semilerin alt gruplari

belirlenmektedir (22, 23).

Tablo 2. 1. Cocukluk ¢agi 16semilerinde siiflama (3)

1) Akut Losemiler (%97)

Akut Lenfoblastik Losemi % 75 -80 :

Morfoloji: L1, L2, L3

Immiinfenotip: B hiicreli (Progenitor, erken PreB, PreB, B ALL)
T hiicreli

Akut Miyeloblastik Losemi (AML) /Akut Nonlenfositik Losemi %20

Morfoloji: MO-M7

Akut Undiferansiye Losemi < % 0.5

Akut Bifenotipik Losemi

ALL + 2 myeloid antijen (% 6)

AML + 2 myeloid antijen (% 17)

2) Kronik Losemiler (%3)

Philadelphia Kromozomu Pozitif Miyeloid Losemi

Jiivenil Miyelomonositik Losemi

2.2.1. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemisi

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) kemik iliginde bulunan lenfoid onciil
hiicreler olan B ve T progenitor hiicrelerin, farklilagsmasinin herhangi bir sathasinda
meydana gelen, ¢ok basamakli somatik mutasyonlar sonucu gelisen malign bir

hastaliktir (24, 25).



Akut lenfoblastik 16semi, ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kanser tiirtidiir.
Tim ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin %25-30’unu, akut losemilerin ise %80’ini
olusturmaktadir (3). ALL’nin siklig1 ve yas dagilimi kalitsal veya ¢evresel etkenler
nedeni ile en diisilk Afrika’da olmak iizere diinyanin degisik yorelerinde 6nemli
farkliliklar gosterebilmektedir. Goriilme siklig1 en fazla 2-5 yas arasindadir ve daha
sonra siklik giderek azalir ve yasamin tglinci dekadinda yeniden artar. Erken
cocukluk doneminde ALL’nin sik goriilmesinin etiyolojik nedeni agik degildir.
Ancak gebelikteki olaylar ve immiin sistemin gelismesi ile iligkili olduguna dair

goriigler vardir (26).

Akut lenfoblastik 16semi, erkeklerde kizlara gore 1,2 oraninda daha yiiksek
siklikta goriilmektedir. Bu fark puberte doneminde ve T hiicreli ALL’ lilerde (4:1)
daha belirgindir. Ancak seks hormonlarinin ALL etyolojisinde herhangi bir rolii
bugiine kadar saptanmamustir. Cinsiyet prognoz agisindan onemli bir gosterge olup
kizlardaki yasama orani daha yiiksektir (21). Ulkemizde yilda ortalama 250 olgunun
kayit edildigi Tirk BFM Calisma Grubu protokoliit TR ALL-2000’de ortanca yas 5
ve erkek/kiz orani 1,2°dir (27).

Akut l6semilerin nedeni hala kesin olarak bilinmemekle birlikte 16semi
etiyolojisindeki onemli faktorler iyonize radyasyon, kimyasal ajanlar, ilaglar ve

genetik faktorler oldugu diistiniilmektedir (3).

Biitlin hematopoetik hiicreler ortak bir multipotent ana hiicreden kaynaklanir.
Eritrositler, polimorfoniikleer graniilositler, monositler ve trombositler gibi periferik
kandaki olgun hiicreler kemik iligindeki progenitor hiicrelerden tek bir hat tizerinde
olgunlasarak olusur. Her asamada farkli hematopoetik biiyiime faktorleri stimiilasyon
ve/veya kontrol gorevi yaparlar. Genetik ve epigenetik degisikliklerin devreye
girmesiyle lenfoid homeostazindan sorumlu genler etkilenir ve immatiir onciil

hiicreler klonal bir sekilde ¢ogalmaya baslar (Sekil 2.2) (28).

Losemi klinigi ¢ikmadan oOnce, yillarca kiigiik prelosemik bir klonda
mutasyon olabilir. Normal lenfoid gelisim sirasinda, Immiinglobulin (Ig) olusumu ve
TCR gen diizenlenmesi sirasinda mutasyon riski artar. ALL’de gozlenen
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kromozomal translokasyonlar klonal gelisimde anahtar role sahiptirler. Genellikle
translokasyonlar agir1 ekspresyona sebep olan TCR veya Ig lokusundaki bir
protoonkogen veya degisik onkogenik etki ile yeni bir kimerik proteinin kirilmasi

sonucu genlerin fiizyonu ile olusur (29).

Mormal Kan Hiicreleri

Sekil 2.2. Losemik hiicrelerden tiimér olusumu (28).

Pediatrik ALL vakalarmin yaklagik %75’inde kromozomal bozukluklar
mevcuttur. B-prekiirsor ALL’de 50 kromozomdan fazla hiperdiploidi, 44
kromozomdan az hipodiploidi, kromozomal yeniden diizenlemeler [t(12;21) ETV6-
RUNX1 (TEL-AML1), t(1;19) TCF3- PBX1 (E2A-PBX1), t(9;22) BCR-ABL1,
MLL geninde yeniden diizenlemeler] olabilir. T-ALL ise NOTCH I’ de aktive edici
mutasyonlar ve transkripsiyon faktorlerindeki [TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11L2),
LYLI1, TAL1, MLL] yeniden diizenlemelerle karakterizedir. Yiiksek hiperploidi ve
ETV6-RUNXI iyi prognoz gosterir. Biitiin bu yeniden diizenlemeler 16komogenezi
baglatict  olaylar olmasina ragmen lokomogenezi tamamen agiklamaya
yetmemektedir. Gilinlimiizde ALL vakalarinin ¢ogunun yapisal ve submikroskopik

genetik degisiklikler ve sekans mutasyonlariyla oldugu bilinmektedir (30).

Kemik iligi mikrogevresinde meydana gelen degisikliklerde hastaligin
patogenezinde ve seyrinde Onemli yer tutmaktadir. Hematopoetik proliferasyon,

diferansiyasyon ve apoptozu kontrol eden diizenleyici genlerdeki mutasyonlar, hiicre
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sinyal yolagindaki spesifik kinazlar, proteinlerin ekspresyon veya aktivitesini
etkileyen protoonkogenlerin aberan ekspresyonu, siipresor genlerin baskilanmasi ve
kodlanan kimerik transkripsiyon ekspresyonu gibi siire¢ler de ALL patogenezinde
yer alan 6nemli faktorlerdir. Normal sartlarda hiicrede bir sorun varsa veya mutasyon
olusmus ise hiicre apoptoza yonelir. Hiicrenin apoptoza girememesi genellikle kanser
olusumunu tetikler. Apoptoza giremeyen hiicre istenmeyen yonde farklilagir,

Oliimsiizlesir ve malign sekle doner (31).

Losemi, kemik iliginden koken alan bir malignansi olmasi nedeniyle kan
sayiminda ve periferik yaymada anormalikler sik goriiliir. Anemi, 16kopeni veya
16kositoz, trombositopeni gelisebilir. ALL vakalarmin %?20’sinde 16kosit sayisi

50000/mm>’iin iizerinde ve % 10’unda ise 100000/mm° ‘in {izerindedir.

Losemi tanisinda klinik ve periferik kan bulgularinin yanisira kemik iligi
aspirasyon ve/veya biyopsi ile degerlendirilmesi temel teskil etmektedir. Periferik
yaymadaki blastlar bazen morfolojik olarak yaniltici olabilmektedir. Kemik iligi
genellikle hiperseliilerdir ama hiposeliiler ALL olgular1 da mevcuttur. Kemik
iligindeki tiim ¢ekirdekli hiicreler sayildiginda %251 asan lenfoblast infiltrasyonu

mevcut oldugunda ALL tanis1 konulmaktadir.

ALL’de tedavi tipik olarak remisyon indiiksiyonu, intensifikasyon ve idame
tedavisi fazlarii kapsar. Remisyon indiiksiyon tedavisinin amaci baslangic timor
yiikiiniin %99’undan fazlasini eradike etmek ve normal hemotopoezi saglamaktir.
Konsolidasyon (Giiclendirme) tedavisi; indiiksiyon tedavisi sonunda ve normal
hematopoez bulgular1 saptaninca baslanir. Tedavinin bu bdliimiiniin amaci1 sakl
kalabilen tiim blastlar1 temizleyerek olasi niiksii engellemektir. Tam remisyon

saglanmasina ragmen viicutta 1x10" kadar 16semik hiicre bulundugu gosterilmistir.

Losemi tedavisindeki son yillardaki gelismelere karsin, niiksiin varligi hala
ciddi bir sorun olarak slirmektedir. Hastaya uygulanan tedaviden (radyoterapi,

kemoterapi, kemik iligi nakli) kagan ve niikse neden olan hiicrelerin varlig “minimal

rezidiiel hastalik-MRH” olarak tanimlanmaktadir (3, 21).
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2.3. Kok Hiicre ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Kok hiicre tarihi 1800’lerin ortasinda bazi hiicrelerin bagka hiicreleri
olusturabilme yeteneginin kesfedilmesiyle baslamistir. Ilk olarak Maximow ve
Friedenstein tarafindan kok hiicre calismalar1 yapilmistir. Maximov tiim kan
elemanlarimin tek bir hiicreden ‘kok hiicre” den farklilasabildigini ve hematopoezle
mezoderm arasinda gelisim siirecinde bir iliski oldugunu kesfetmistir (32). 1963
yilinda E.A. Mcculloch & J.E. Till, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilan bu
progenitor hiicrelerin kok hiicreler oldugunu beyan etmisler (33) ve kok hiicrelert;
“Kendi kendini yenileme kapasitesine sahip ve uygun kosullar altinda farklilasarak

diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicreler” olarak tanimlamiglardir (34).

Farklilasmamis kok hiicrelerin, baslangigtaki hiicrenin  karakteristik
ozelliklerini tagiyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self-renewal); tek
bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilagabilme yetenegi (multi-lineage
differentiation) ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi 6zellikleri
vardir (35). Bir dokudan elde edilen kok hiicrelerin, uygun ortam sartlarinda, uygun
uyarilarla  farkli  doku  hiicrelerine  doniisebilme  yetenekleri  plastisite

(transdiferansiyasyon) olarak tanimlanmgtir (5).

Kok hiicrelerin siniflandirma terminolojisi biraz karisiktir ancak temelde iki
grupta incelenebilir. Bulunduklar1 yere gére Embriyonik Kok Hiicre (EKH) ve ayni
zamanda Doku Spesifik Kok Hiicre (DSKH) olarak da adlandirilan Yetiskin Kok
Hiicre olmak iizere ikiye ayrilir. Fonksiyonel olarak gelisimsel potansiyellerine gore
ise totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olmak iizere dort grup altinda

siniflandirilirlar (36).
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Fertilizasyonda, spermiyum ve ovumun birlesmesi ile olusan zigot, viicuttaki
tiim hiicrelere dontisebilecek potansiyele sahip ilk embriyonik hiicredir. Zigot ve
embriyonun 5. giinline kadar olan tiim blastomerlere her seyi yapabilen anlaminda
“totipotent hiicreler” denir. Tam ve islev goren bir canliy1 olusturabilecek tiim ekstra
embriyonik, intra embriyonik hiicre tiplerine farklilagabilir. Fertilizasyondan sonra,
pre-implantasyon doneminin 5. gilinlinde olusan blastosist evresindeki embriyoda
bulunan hiicreler pluripotent hiicrelerdir. Blastosist; trofoblastik hiicreler, blastosol
ve i¢ hiicre kitlesi olmak lizere li¢ yapidan olugsmustur. Embriyonik kok hiicrelere
kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler pluripotent kok hiicreler
olup, gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200 hiicre tiirline doniisebilecek
potansiyele sahiptir; ancak islev goren bir organizmay1 olusturamazlar. Doku spesifik
kok hiicreler, multipotent kok hiicrelerdir ve bir dokunun birgok hiicresine
farklilasabilirler. En iyi tanimlanmis multipotent kok hiicreler hematopoetik ve
mezenkimal kok hiicrelerdir. Unipotent kok hiicreler ise tek bir olgun hiicreye
farklanabilen hiicrelerdir. (36-38). Son yillarda yapilan calismalar sonucunda bu
smiflandirmaya in vitro ortamda yeniden programlama ile embriyonik kok hiicre
ozellikleri kazandirilmis indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde (IPKH) katilmigtir
(39).

Doku spesifik kok hiicre sinifina dahil olan mezenkimal kok hiicreler, hem
mezoderm orijinli (adiposit, kondrosit, osteosit, miyosit) hem de mezoderm orijinli
olmayan dokulara (hepatosit, noral hiicreler ve epitelyal hiicreler) farklanabilen,
hematopoetik olmayan kok hiicrelerdir (40, 41, 42, 43). Bu hiicreler yaklagik 40 yil
once Friedenstein ve arkadaslari tarafindan ibroblast benzeri yapiskan hiicreler olarak

tanimlanmiglardir (32, 33).

MKH’ler kemik iliginin stromal kompartmanindan, yag dokusundan,
plasentadan, umbilikal kord kanindan, amniyotik sividan, trabekiiler kemikten, dis
pulpasindan ve iskelet kasindan izole edilebilirler (32, 44, 45, 46). MKH’lerin
osteoblastik adipojenik ve kondrojenik hiicre serilerine farklanmalarinin yani sira son
yillarda yapilan caligsmalarla ndronal ve kardiyomiyojenik hiicrelere de farklandiklar
gosterilmistir.  Ancak MKH’lerin  6zelliklerinin  farkli hastaliklarda degisip
degismedigi ya da degisimin nasil gergeklestigi tam olarak bilinmemektedir (46, 47,
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48, 49, 50).MKH’ler kemik iliginden elde edildikleri teknige gore her aspiratta tim
hiicreler icerisinde yaklasik %0,001 - %0,01 oraninda sayilmiglardir (40, 50).

Literatiirde MKH’lere 0zel hiicresel tek bir belirteg ya da reseptor
bulunmamaktadir. Bu hiicreler, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT -
International Society of Cellular Therapy) tarafindan 3 Onemli o6zellikle

tanimlanmaktadirlar. Bunlar agsagida siralandigi gibidir:
1) Kiiltiir ortaminda plastik ylizeye yapisirlar,

ii) CD73 (SH3 ve SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2;endoglin) gibi ylizey
belirteclerini eksperse ederken, CDI14, CD34, CD19, CD11B, CD45 gibi
hematopoetik belirtegleri ve HLA-DR(human leucocyte antigen-DR) ‘yi eksprese

etmezler,

iii) Osteosit, kondrosit ve adiposite farklanma kapasitesine sahiptirler (Sekil 2.3) (51,
52, 53, 54).

e i}‘\_.—a//
- \ //
L
/ YAG DOKU KEMIK iLiGi %

KAS l GOBEK KORDONU

Mezenkimal K&k Hiicre
——— in vitro Cogaltim
My Belirte Analizleri wﬂ:asma

Pozitif belirtecler:

Sca-1, CD105, CD73,

CD29, CD90 . /4\
Negatif belirtecler:

LD34, Chas, L3, Adiposit Osteosit Kondr051t

Fibroblast benzeri sekil CD11b, HLA DR

Sekil 2.3. Mezenkimal kok hiicrelerin dzellikleri (44)
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MKH’ler, kemik iligi mikrogcevresinin Onemli bir hiicresel bilesenidir.
Hematopoetik kok hiicrenin (HKH) stromaya tutunmasi (ekstraseliiler matrikse ve
stromal hiicrelere), cesitli hiicresel faktorlerin (sitokinler, kemokinler) salinimi ile
hematopoetik 6ncii hiicrenin olgun hiicreye farklilagmasi veya inhibisyonu ile kok
hiicrenin siklusun GO fazinda kalarak kok hiicre rezervi olusturmasi, gen transferi
kolaylig1 (55), kendini yenilemesi ya da gerektiginde diger dokulara mobilizasyonu,
migrasyonu gibi biyolojik fonksiyonlarina 6nemli katki saglamaktadir (32, 56, 57).

MKH’ler hemen hemen tiim dokulardan izole edilebilir ve in vitro ortamda
etkin olarak cogaltilabilirler. /n situ ortamdaki biyolojik fonksiyonlar1 ve &zellikleri
hala agikliga kavusturulmay1 beklese de in vitro da MKH’lerin bazi hiicre hatlarina
farklilasma potansiyeli oldugu bilinmektedir. MKH’lerin 6lmiis ya da fonksiyonel
olmayan hiicrelerle yer degistirerek in situ ortamda, dokuda hiicresel homeostazin
saglanmasinda 6nemli oldugu disiiniilmektedir (52). Bu biyolojik ozelliklerinden
otlirii hiicre bazli tedavilerde otolog ya da allojenik hiicreler kullanarak hasarli
hiicreleri yerine koyma, tedavi etme veya fonksiyonunu iyilestirme gibi durumlarda
kullanilabilirler. MKH’lerin klinik uygulamalarda kullanilmast ve diger kok
hiicrelere gore avantaji bu hiicrelerin farklanma, immuntolerans ve transformasyon
gibi Ozelliklerinin varolusundandir. MKH’lerle ilgili 6nemli ozellikler asagidaki

gibidir:

(1) MKH’lerin immun diizenleyici 6zellikleri ve doku onarict fonksiyonlar
inflamatuvar sitokinler tarafindan indiiklenir.

(2) MKH’ler doku onarmmini1 kolaylastirmak ve immun homeostazi
stirdiirmek i¢in ¢esitli biiylime faktorleri ve immun baskilayict molekiilleri eksprese
ederler.

(3) Immunomodulatuvar 6zellikleriyle immun sistemde diizenleyici olarak

gorev yapabilirler (44, 52, 58)

Mezenkimal kok hiicrelerin bagisiklik sistemini diizenleme yetenekleri ilk
olarak Bartholomew ve arkadaglari tarafindan tanimlamistir (59). Fakat kesin
mekanizma hala anlagilamamistir. Dogrudan hiicre hiicre temasinin ya da immun
baskilayici sitokinlerin salinmasinin rol oynadig ileri siiriilmektedir (60).
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MKH’ler bagisiklik sistemi hiicrelerinin biiyiik bir kismi ile etkilesime girer
(52). MKH’ ler antijen sunucu hiicreler (makrofajlar, dentritik hiicreler ve B
lenfositler) iizerinde bulunan bir molekiil olan MHC II (Major Histocompatibility
Complex 1l) kompleksini bulundurmazlar. CD40, CD80, CD86 gibi ko-stimulator
molekiil ekspresyonlar1 yoktur. MHC II negatif MKH’ler allojenik lenfositlerde
proliferatif bir cevap olusumuna yol agmazlar. Bu da MKH’lerin immiin sistemden
kagmalarim1 saglamaktadir (61). Mezenkimal kok hiicreler, dentritik ve T hiicre alt
gruplart DC1/Thl ve DC2/Th2 tarafindan tiretilen sitokinleri diizenler, antijen sunan
hiicrenin olgunlagmasii ve aktivasyonunu engeller ve CD4+CD25+ diizenleyici T
hiicre sayisin arttirir (62). T hiicreler ve MKH’ ler aras1 etkilesimler Hematopoetik
Kok Hiicre Transplantasyonunun (HKHT) klinik uygulamalarinda énemlidir. HKHT
ve immun sistem iligkili hastaliklardan sonra olusan Graft Versus Host Disease
(GVHD) komplikasyonlart MKH’lerle en aza indirgenmektedir. MKH’ler ayrica B
hiicrelerinin, NK hiicrelerinin ve dentritik hiicrelerinde fonksiyonlarini inhibe ederler
(63, 64, 65, 66). MKH’lerin ana immunsupresif fonksiyonlar1 transforme edici
bliylime faktorii beta (TGF-8) (67), hepatosit biiyiime faktorii (68), nitrik oksit (69),
HLA-G (70), indoleamine 2,3- dioxygenase (IDO) (71) gibi ¢oziinebilir faktorler
tarafindan indiiklenir (Tablo 2.2). Ayrica bu hiicreler direkt hiicre-hiicre etkilesimiyle
de immunsupresif etkilerini gosterirler (72). T hiicre proliferasyonunun MKH’lerce
inhibisyonu hem hiicre-hiicre temasi hem de IFNy interlokin 16 gibi ¢6ziinen

faktorlerin salinimi araciligiyla oldugu goriilmektedir (73, 74).

Tablo 2.2. MKH’ler tarafindan tretilen immunmodulatuvar molekiiller (32)

Molekiil Fonksiyonu

Transforme edici bilyiime T lenfosit proliferasyonunu baskilar

faktorii beta (TGF-B)

Hepatosit biiyiime faktori (HGF) T lenfosit proliferasyonunu baskilar

Nitrik oksit (NO) T lenfosit fonksiyonunu ve cevap olusturmasini
baskilar

Insan 16kosit antijen G (HLA-G) Naif T hiicre proliferasyonunu baskilar

Indoleamine 2,3- dioxygenase (IDO) IDO aracili T hiicre inhibisyonu, Antijen sunucu

hiicrelerde T hiicre inhibitorii

Kemokinler: CCL-2, ICAM-1, CXCL-10, | T hiicrelerim MKH’lere dogru migrasyonunu
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CCL-8 saglarlar

Mezenkimal kok hiicrelerin, anti-immiin globulin (Ig) antikorlari, antiCD40L
antikorlar1 ve sitokinler (IL-2 ve IL-4) ile aktive edilmis B hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigi gosterilmistir. Antikor tiretimi ve CXCL12 ve CXCL13 kars1 kemotaktik cevap
olarak CXCR4, CXCR5, CXCR7 kemokin reseptorlerinin salimi olan B hiicre
fonksiyonlart MKH’ler tarafindan bozulmaktadir (63). Mezenkimal kok hiicreler
sadece IFNy varliginda B hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (40, 44, 46).

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim ic¢in belki de en avantajh
ozelliklerinden birisi, bu hiicrelerin  immunojenitesinin  diigiikolmas1  ve
immunsupresif olmalaridir (32). Ancak immun sistemin neredeyse tiim hiicreleri ile
etkilesime girerek immun baskilama gosteren MKH’ ler timorlerin kagmasini da
kolaylastirir. MKH’ lerin kanser ilerletici etki gosterdigine dair var olan ¢alismalarda
neden olarak gosterilen mekanizmalardan biri immun baskilamadir (75). MKH’lerin
tiimor olugumunu desteklemelerinin bir diger sebebi de kanser hiicrelerinin MKH’ler
tizerinde olusturdugu transforme edici etkiden kaynaklanir. Timor stromasi ve
MKH’ler arasindaki etkilesimler MKH’lerin karsinoma baglantili fibroblastlara
farklilagmasina sebep olabiliyor. Ornegin MKH’lerin meme kanserinde karsinoma
baglantili fibroblastlar (CAF) oldugu disiintilmektedir (76). Yukarida belirtilen
ozelliklere sahip MKH’ler le ilgili hala yanitlanmamis bir¢ok soru bulunmaktadir

(44).

2.4. Kemik 1ligi (KI) Mikrocevresi

Kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma ozelliklerinin temini ve
stirdiiriilmesi 6zellesmis bir mikrogevre gerektirmektedir. Destekleyici hiicreler, bu
hiicrelerden saglanan sinyaller, salinan solubl faktorler, ekstraselliller matriks
molekiilleri, ayrica parakrin noroendokrin etkilerin de katkisiyla olusan 06zel
mikrogevre ‘kok hiicre nisi’ olarak tanimlanmaktadir (77, 78). ’Nis’’ kok hiicrenin
kendi kimligini siirdiirmesine imkan veren ve mikrogevresini olusturan 6zellesmis bir

bolge ve etrafindaki hiicre grubunun tamami olarak tanimlanmaktadir.
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Hematopoetik kok hiicreler kemik iligindeki 6zellesmis mikrogevrelerde
0zgiil mezenkimal kokenli stromal hiicreler (osteoblast, fibroblast, endotelyal hiicre,
adiposit, vb.) ile HKH ve progenitorleri ile yakin etkilesim icerisinde bulunurlar.
Hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemesi, hiicre siklusunun GO evresinde
sessiz olarak kalmalari, adezyonlari, proliferasyonlari, olgunlagsmalari, farklilasmaya
yonelmeleri, Ki’den ayrilip dolasima girmeleri (mobilizasyon) dolasimdan Ki’ne
geri donmeleri (homing) ve yerlesimleri (engraftment) gibi bircok karmasik siirecin

diizeni de hematopoetik kok hiicre niglerinde saglanmaktadir (78, 79).

Kemik iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini diizenleyen iki ayr tiirde nis;
endosteal nis (osteoblastik nis) ve vaskiiler nis (endotelyal nis) bulunur. Bu iki nis
birbirinden fiziksel olarak tamamen ayri olmayip birbirleriyle baglantilidirlar.
HKH’ler farkli kosullar altinda iki nisten birini kullanirlar (78).

Endosteal nisteki 6zgiil mikrogevre, hiicreler ve salgiladiklar1 faktorler
HKH’lerin sessiz (GO) fazda, endosteal nise tutunmus halde farklilasmadan
yasamlarini stirdiirmelerini ve yerlesimlerini saglarlar. Mezenkimal kok hiicrelerden
gelisen ve kemik formasyonunda rol alan osteoblastlar endosteal nisin temel
bilesenini olusturur (78) Osteoblastlar hiicre bagimli, matriks bagimli ve ¢oziinmiis
(solubl) sitokinler sentezleyerek HKH fonksiyonlarini modiile ederler. Bunlarin en
onemlileri G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-6, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), CXCL12, IL-3, FLT ligand ve kok hiicre faktorii (Stem cell factor,
SCF)’diir. Ayn1 zamanda bu hiicreler adezyon molekiilleri de eksprese ederler (Sekil
2.4). CD34, CD44, ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1) , VLA-4 (very
late antigen), VLA-5, PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule), LFA1
(Lymphocyte function-associated antigen 1) ve LFA-3 bu grubun 6nemli 6rnekleridir
(80).
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Sekil 2.4. Vaskiiler ve endosteal nis (78)

Vaskiiler nis hematopoetik kok ve progenitor hiicrelere hormon, besin,
oksijen ve biiylime faktdrlerince zengin bir ortam saglayarak HKH fonksiyonlarim
diizenler. Buradaki HKH’lerin kandaki faktorlere siirekli maruz kalmasi, onlarin
dolasimdan gelen sinyalleri (stres, inflamasyon, sitotoksik ajanlar, vb.) aninda
algilamalarin1 ve yanit vermelerini saglar (79). Ayrica, vaskiiler nis HKH’lerin
mobilizasyonunu ve dolasimdan kemik iligine donerek yerlesmelerini (homing) ve
bu siiregte transendotelyal gecislerine yardimci olur. Hematopoetik progenitdr
hiicrelerin vaskiiler nise toplanmasi temel diizeyde fibroblast biliylime faktorii
(fibroblast growth factor-4, FGF-4)’ne ve CXCLI12’ye bagimlidir. Ayn1 zamanda
vaskiiler niste yliksek, osteoblastik niste diisiikk olan FGF gradienti HKH veya
progenitorlerin  vaskiiler alana toplanmasinda etkilidir (79). CXCL12 ise
hematopoetik hiicrelerin transendotelyal gociinde etkin bir kemotaktik faktordiir (78).
Kemik iligi endotel hiicreleri de CXCL12, VCAM-1 ve selektinler eksprese ederek
HKH’lerin mobilizasyonunda, dolasimdan kemik iligine donmelerinde ve

yerlesimlerinde rol alirlar (80).
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2.4.1. Losemide Kemik Iligi Mikrocevresi

Saglikli dokuda, stroma tiimér olusumuna karsi bariyer fonksiyonu
gormekteyken, transforme tiimor hiicrelerinin varliginda meydana gelen degisiklikler
sonucu kanser progresyonunu destekleyen bir¢evre haline gelebilir. Hipoksi, ortamin
asiditesi ve biiyiime faktorlerinin varlig1 gibi yerel degisiklikler, tiimoriin sekil
almasini ve gelisimini etkiler (81). Organlarin fonksiyon goren hiicreleri ve destek
gorevi goren stromasi vardir. Stromayi proteoglikanlar, hyaluranik asit, fibroz
proteinlerden (kollajen, laminin, fibronektin gibi) olusan ekstraseliiler matriks ve
stromal hiicreler olusturur. Stromal hiicreler ise mezenkimal destek hiicreler
(fibroblast, adiposit gibi), vaskiiler sistem hiicreleri ve immiin sistem hiicrelerinden
olusur. Ayrica stromada biliylime faktorleri, kemokinler, sitokinler gibi birgok peptit
faktor de bulunur. Stroma, organ gelisimi i¢in gereklidir (82). Benzer sekilde
stromanin farkli komponentleri tiimdr progresyonunu etkiler. Gilinlimiizde tiimor
stromasint hedefleyen kanser ilaglar1 yogun bir sekilde arastirilmakta, hatta

bevacizumab gibi bazi ilaglar FDA tarafindan onaylanmustir.

Loseminin koken aldigr kemik iligi ise hematopoezde gerekli olan sitokin ve
biiylime faktorlerinin yiiksek konsantrasyonda bulundugu dinamik bir mikrogevredir.
Buda onu kanser hiicresi yerlesimi i¢in oldukga elverigli kilmaktadir. Vaskiiler nisin
bozuldugu durumlarda immatiir hiicreler dolagima gecer. Losemide de fizyolojik nis

yapist bozuldugundan blastlarin dolagima gegmesi kolaylasir (83).

Sitokin ve biiylime faktorlerinin 16semik hiicre sag kaliminda rolii tam olarak
bilinmemekle beraber kompleks ve dinamik aglar olusturduklari, boylece 16semik

blastlar ve stromal hiicrelerin yakin etkilesimi oldugu diisiiniilmektedir (83).

Losemik hiicrelerin ¢ogalmasiyla, normal hematopoetik progenitér hiicrelerin
yerlestigi kemik iligi nigleri bozularak 16semik hiicreler yeni bir mikrogevre olusturur
(84). Losemik kok hiicreler belirgin bir sekilde HKH’lere benzedigi i¢in kemik iligi
mikrogevresi ile etkilesimleri de benzerdir (85). SDFla ve l6semik progenitor
hiicrelerdeki reseptdrii CXCR4’iin etkilesimi sonucu kemik iligi mikrogevresinde
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‘homing’ gerceklesir. Losemik kok hiicreler CXCR4 reseptorleri sayesinde giivenli

ve elverisli nislere yerlesir (86).
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Sekil 2.5. Losemik blastlar ve kemik iligi stromal hiicreleri arasindaki etkilegimler (83)

Losemik blastlar ve stromal hiicreler vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii( VEGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve protiimoral parakrin ve
otokrin etkileri etkileri olan diger proanjiyojenik faktorleri diretirler. Tedavi
sonrasinda rezidiiel hastaliga sebep olan direngli blastlarin oraya yerlesmesini ve
adezyonunu saglayan integrinler ve CXCR4 blastlar i¢in ¢ok dnemlidir. Ayrica ALL
mikrogevresi interlokin diizenleyiciler ve asparajinaz sentetaz gibi tedaviye direng

gosteren mekanizmalara sebep olan faktorler agisindan zengindir (83).
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2.5. Apoptoz

Eski Yunanca’da “yaprak dokiimii” anlamina gelen apoptozis, ilk olarak 1972
yilinda iskogyal1 arastirmacilar Kerr, Wyllie ve Currie, tarafindan “canlilarda hiicre
azalmasinin 6zglin bir tipi” olarak tanimlanmistir (87). Apoptozis, biyolojik dmriinii
tamamlamis veya genetik yapist bozulmus hiicrelerin komsu hiicrelere zarar
vermeden yok edilmesinde kullanilan, siki sekilde genetik ve biyokimyasal olarak
kontrol edilen programli bir 6liim seklidir. Ayn1 zamanda embriyonik donemde de
bazi dokularin diferansiyasyonunda bazi dokularin ise involiisyona gitmesinde
onemli rol oynar. Apototik sinyali alan hiicrede genetik olarak kodlanmis olan
apoptotik program ¢alismaya baslar ve bir seri kontrollii biyokimyasal reaksiyonlarla

hiicre 6liimii gerceklesir.

Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyum (Ca+2)
apoptozda da O6nemli rol oynar. Hiicre igindeki kalsiyum iyonlarmin miktarindaki
artis hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Sitoplazmadaki kalsiyum iyonu miktarindaki
hafif artis, c-myc, c-fos, 1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin apoptoza

gitmesine neden olur (88).

2.5.1 Apoptoz Siireci ve Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik
Degisiklikler

Apoptoz siireci, hiicre 6liimiine neden olan uyari ile baslar ve enerji bagimh

kaskad ile sona erer. Bu siireg, 4 faz halinde 6zetlenebilir:

1. Erken veya baslangic fazi: Apoptoz, apoptotik cevaba neden olan uyar ile
baglar. Apoptotik cevap, hiicre dist bir sinyalin hiicre yiizey reseptorlerini
uyarmastyla tetiklenebilecegi gibi, ilaglar, radyasyon veya toksinlerin neden oldugu
hiicre i¢i uyarilar ile de tetiklenebilir,
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2. Sinyal transferi fazi: Sinyal veya metabolik durumun algilanmasi ve bu

algilanan sinyal veya metabolik durumun hiicre 6liim efektor sistemine iletilmesi,

3. Efektor faz: Kaspaz sisteminin aktivasyonu

4. Hiicre oliimiinden sonraki faz: Hiicrelerin kromatin veya DNA’larinin
sindirimini ve 6len hiicrelerin fagositik hiicreler tarafindan taninarak yok edilmelerini

igerir (89).

Yiizey Yapilarinin Kaybi:

Apoptoza ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre
yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar,

hiicre ylizeyi yuvarlaklasir.

Hiicre Biiziilmesi:

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiclik ve sitoplazmasi daha
yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur.
Sitoplazma yogunlugu arttig1 icin organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam

oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gozlenmez (91).

Kromatin Yogunlasmasi:

Genellikle ¢ekirdek biiziigiir. Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar
halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar1 secgilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir
ve ileri evrede kiiciik c¢ekirdek parcalarina boliiniir. Cekirdekcik genigler ve

graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (92).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi:
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Hiicrede once yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilari
sitoplazma parcaciklari iceren ve sik1 bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla
saril1 apoptotik cisimlere doniigiir. Apoptoz i¢in morfolojik degisimler hiicre
bliziilmesi, kromatin yogunlasmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken
fosfotidilserin agiga ¢ikar. Saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde bulunan
fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde plazma membraninin dis yiiziinde bulunur ve

fagositik hiicreler i¢in sinyal gérevi goriir (93).

2.5.2. Apoptozun Molekiiler Diizenleyicileri

Apoptozun her basamagi bir ¢ok proteinin birlikte calismasini gerektirir. Bu
proteinler kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53 ve TNF ailesidir. En etkili proteinazlar

kaspazlardir.

Kaspazlar, tek polipeptit zinciri halinde sentez edilirler ve {i¢ tane bolgeleri
vardir: efektdor Olim (death effector domain: DED), kaspaz toplama (caspase
recruitment domain: CARD) ve olim bolgeleridir (death domain: DD). Tim
kaspazlar hiicre i¢inde inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik islemlerle kirilarak
aktif olurlar. Inaktif kaspazlarin aktivasyonu; granzim B araciligiyla, sitotoksik T
hiicre graniillerinde bulunan aspartata 6zgii serin proteinazlar araciligiyla veya aktif

olan kaspaz proteininin inaktif olan kaspaz ile etkilesimi sonucu gerceklesebilir (89).

Oliim reseptdrleri araciligiyla tetiklenen apoptotik sinyal, kaspaz 8 veya
kaspaz 10 gibi baglatict kaspazlarin aktivasyonunu saglarken mitokondriyal
apoptotik sinyaller kaspaz 9’u aktif hale getirir. Daha sonra bu kaspazlar diger
kaspazlar1 aktiflestirerek proteolitik bir zincirleme reaksiyona sebep olurlar. Bu
zincirleme reaksiyon sonunda efektor kaspazlar olan kaspaz 3, 6 veya 7 aktive olur.
Bu aktivasyon, niikleaz inhibitorii, hiicre iskeleti ve dnemli hiicre proteinlerinde
boliinmeye yol acarak DNA’da parcalanmaya ve tipik morfolojik degisikliklere
neden olur. Yasayan hiicrelerde kaspaz aktivasyonu apoptoz inhibitér protenleri

(IAP) adi verilen hiicresel proteinler araciligiyla kontrol altinda tutulurlar (94).
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Bcl-2 proteinleri apoptoz regiilasyonunda; hiicre yiizeyi ile hiicre i¢i 6liim
sinyalleri arasinda denetim noktasi olarak, apoptozom olusum safthasinda ve kaspaz
zincirleme reaksiyonun aktivasyonunda onemli rol oynar (95). Bcl-2 ailesi iki
diizineden daha fazla iiyeye sahiptir ve birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur.
Bu gruplardan biri apoptozu tetikleyici (en iyi olarak bilinenler: bax, bid, bcl-Xs,
bad, bim, bak, bok, PUMA, NOXA), digeri ise apoptozu baskilayici (en iyi olarak
bilinenler: bcl-2, bcl-X1, Mcl-1) etkiye sahiptir. Bcl-2 ailesinin tiyeleri BHI (Bcl-2
Homology 1), BH2, BH3, BH4 bolgelerinden en az birini igerirler (38). Apoptozu
tetikleyen tiyeler kendi aralarinda; BHI1, BH2, BH3 boélgelerinden her {igiinii
bulunduranlar (Bax, Bak) ve sadece BH3 igerenler (bid, bad, bim, PUMA, NOXA)
olmak iizere ikiye ayrilirlar. Apoptozu baskilayan iiyelerin hepsi bolgelerin dordiine
sahiptirler. Oliim sinyali olmadigi zaman Bcl-2 proteinleri hiicre iginde ayri
kompartmanlarda bulunurlar. Oliim sinyali alindign zaman, apoptoz indiikleyen
tiyeler degisime ugrarlar, daha sonra mitokondrinin dis membranina entegre olurlar
ve mitokondriden apoptozu baslatict bir faktér olan sitokrom c’nin saliverilmesine
sebep olurlar. Bu olaylar gergeklesirken apoptozu baskilayan iiyeler ise inaktif
durumdadirlar (96).

2.5.3. Apoptoz Siirecinin Hiicre Ici veya Hiicre Disi Uyaranlarla

Tetiklenmesine Gore Degerlendirilmesi

Hiicreler, hiicre ici veya hiicre dis1 ¢evrede meydana gelen biiyiime faktorii
eksikligi, hiicre yaslanmasi, HIV, kemoterapi, radyasyon, yliksek doz glikokortikoid,
Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi hiicre Sliim
uyaranlari ile tetiklenerek iki ayr1 yol ile apoptoza giderler. Bu ana yollardan birisi
ekstrinsik yol; hiicre dis1 6liim uyaranlar ile tetiklenen reseptor aracili apoptoz,
digeri ise intrinsik yol; hiicre i¢i uyaranlar ile tetiklenen mitokondri aracili

apoptozdur (97).

2.5.3.1. Ekstrinsik Yol (Reseptor Aracili Apoptoz)
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Ekstrinsik yolda apoptoz, hiicre o6liim reseptorleri olan Fas ve TNF-R1’in
kendi ligandlart ile etkilesime girmesi sonucu baslar. Fas ligand1 (Fas L), sitotoksik T
lenfositlerde ve dogal oldiiriicii (natural killer) hiicrelerde bulunur. TNF-R1’in
ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin baglanmasi ile gerceklesir. Fas ve TNF-R1 kendi
ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarist almis olurlar. Fas reseptorii, birbirine
komsu iki Fas ligandinin birbirleriyle baglanmasi sonucu trimer kompleks halinden
hexamer kompleks haline dontisiir. Daha sonra, Fas reseptorii kendisinin
intrasitoplazmik 6liim bolgesi olan FADD (Fas associated death domain) ile, TNF-
R1 ise kendi intrasitoplazmik 6liim bolgesi olan TRADD (TNF-R1 associated death
domain) ile etkilesime girer. Boylece Oliime sebep olan sinyal kompleksi (death-
inducing signalling complex: DISC) olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektor
6lim bolgesi (death effector domain: DED) ile birleserek prokaspaz 8’in aktif formu
olan kaspaz 8’in olusumuna neden olur. Kaspaz 8; ya prokaspaz 3’ii aktive ederek
hiicre oliimiine sebep olur ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’in c-terminal
bolgesini keserek aktif formu olan tBid’in olusmasina ve bdylece apoptozun intrinsik

yola dogru ilerlemesine neden olur (98).
Hiicreler, bu iki yoldan birisine daha fazla yatkindirlar. Tip 1 hiicreler

(lenfositler), kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih ederken, Tip 2 hiicreler (hepatositler),

intrinsik yola dogru ilerlemeyi tercih ederler (99).
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Kaspaz 3 © Bel.2 ailesi dyeleri

6 Prokaspaz 9
Apoptozom BH4 BH3 BH1 BH2
l @ Aparl Bch-2, Bel-xL, BelW,
Apoptozis e BH4 BH3 BH1 BH2
Bax, Bak, Bok
Bid, Noxa BH3
Bad, Bik, B, C—= )
Hrk, Bim, Puma

Sekil 2.6. intrinsik ve ekstrinsik apoptozi yolagi (100)

2.3.6.2. Intrinsik Yol (Mitokondri Aracih Apoptoz)

Sitotoksik ilaglar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasari, biiylime
faktor eksikligi gibi nedenlerle olusabilen 6lim sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3
bolgesini iceren iiyeleri (bid, bad, bim, bax, PUMA, NOXA) tarafindan mitokondriye
tasinir. Intrinsik yolun en &nemli boliimii, mitokondri dis membran gecirgenliginde
olusan artistir (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization) (101).
Hangi yol ile olursa olsun 6liim sinyalinin, MOMP olusumunu gergeklestirebilmesi,
mitokondriden apoptozun aktivasyonuna neden olan basta sitokrom-c olmak iizere
Smac/diablo (second mitochondria-derived activator of caspase/direct 1AP binding
protein with low pl), AIF (apoptosis inducing faktor) gibi maddelerin salinimina

sebep olur.
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Sitokrom-c; Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9’a
baglanarak apoptozom adi verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (Apaf-1 + sitokrom-
¢ + ATP + Prokaspaz 9 )’nin olusumunu saglar. Aktiflesen kaspaz 9, pro-kaspaz 3’i
aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii
(ICAD: inhibitor of caspase- activated deoxyribonuclease) inaktif hale getirir .
Boylece ICAD’1n basladig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD: caspase
activated  deoxyribonuclease) serbestlesir. CAD, apoptozun Kkarakteristik
bulgularindan olan kromatin yogunlagsmasina ve oligoniikleozomal DNA

parcalanmasina sebep olur (93).

2.5.4. Apoptoz Belirleme Yontemleri

Apoptoza giden hiicreleri saptama yontemleri, bakilan kriterlere ve
duyarliliga bagl olarak cesitlilik gostermektedir. Asagidaki tabloda gosterilen

yontemlerin bazisindaki temel noktalar sunlardir:

Apoptoz
Niikleus Sitoplazma Mitokondr1 Memmbran
-DNA pargalanmasi -Bid, P53 varhd: -Bel-2, Bel-xL,Bax,  -Anneksin V anlizi
*EM *RT-PCR Bad varlig * Flow sitometri
*TUNEL *Western *RT-PCR - Fas, TNF, TRAIL ve
*DNA laddering *Immiinohistokimya *Western ligand varlig
*ISEL -Kaspaz aktivasyonu *Immiinohistokimya * RT-PCR
*ELISA *Western - SMAC/DIABLO varhgn  * Western
*Flow sitometri *ELIZA *RT-PCR *Immiinohistokimya
*Flow sitometri *immiinohistokimya - Coziinmtis Fas
-IAP *Western *ELISA
*RT-PCR - Sitokrom-c salimmi
*Western * ELISA
- NFkf} aktivasyonu

*EMSA

*Immiinohistokimya

Sekil 2.7. Her bir yontemin, apoptoz siirecinde gorev alan organellere gore dagilimi (102).

Apoptoz Tavininde Kullanilan Flow Sitometrik Yontemler:
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e Hiicre biiyiikliik ve graniilaritesindeki degisiklikler: Isik saginiminin analizi

e Plazma membran gecirgenligindeki degisiklikler: Hoechst 33342 ve PI
(Propidyum iyodiir) ile boyama

e Hiicre yiizeyindeki degisiklikler: Annexin V baglanmasi, F-aktin kaybi1

e Mitokondri ve lizozomdaki degisiklikler: Rhodamine 123 ve PI ile boyama,
JC-1 ile boyama, Lizozom proton pompasi

e DNA fragmentasyonu: TUNEL yontemi, Sub G1 pik ve DNA analizi

e Kaspaz aktivasyonu

e Hiicre ici kalsiyum degisikliklerinin 6l¢timii (103).

2.5.4.1. Annexin V/ Pl ile Apoptoz Tayini

Apoptoz esnasinda meydana gelen hiicre yiizeyindeki degisiklikler flow
sitometri yontemiyle belirlenebilir. Normalde fosfolipidler, fosfatidilkolin ile birlikte,
plazma membraninin i¢ ve dig kismina asimetrik olarak yerlesmislerdir.
Stingomiyelin lipid tabakanin disinda yer alirken fosfotidilserin, sitozol ile yiiz yiize
tabakada yer alir. Apoptoza giden hiicrelerde plazma membranindaki fosfolipid
asimetrisi kaybolur. Plazma membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin
yiizeye ¢ikar. Bu olay hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptozun erken
asamalarinda goriilmektedir. Fosfatidilserinin ortaya ¢ikmasi 6lmekte olan hiicrelerin
tespitinde giiclii bir marker olarak ortaya g¢ikar. Annexin V, kalsiyum varliginda
fosfatidilserine giiclii bir sekilde secici olarak baglanir. Annexin V’ in FITC ile
konjuge edilmesiyle flow sitometride apoptotik hiicreler tespit edilebilir. PI ise 6lil
hiicrelerin belirlenmesini saglayan bir boyadir. Annexin V-FITC ve Pl (Propidyum
iyodiir) ile hiicrelerin ayni anda boyanmasi 6lii ve canli hiicrelerin ayrimina imkan

saglar (103).

2.5.5. Apoptoz ve Losemi

Giliniimiizdeki kanser caligmalari 6zgiin olarak kanser hiicresini etkileyen

ancak toksik etkisi minimal olan biyolojik mekanizma tabanli yollar tizerinde
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stirdiiriilmektedir. Bunlardan umut vaadeden ve potansiyel olarak Onemli yeni

yaklasim: programli hiicre 6liimiiniin proapoptotik reseptorler ile uyarilmasidir.

Apoptoz viicutta artik ihtiyag duyulmayan veya geri doniislimsiiz hasar
gormiis hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar. Apoptoz basamaklarindaki diizenin

bozulmasi kanser patogenezinin 6nemli bir bilesendir (104).

Normalde apoptotik tetigi ¢eken 6zgiin mekanizmalarin bozulmas ile kanser
hiicreleri apoptozu indiikleyici genomik degisikliklere sahip olmasina ragmen
yasamaya devam eder ve c¢ogalir. Hematopoetik hiicreler gibi hizli bdliinen
dokularda homeostaz1 saglamak icin apoptotik mekanizmalara ihtiya¢ duyulur. Bu
mekanizmadaki ~ bozukluklar  miyelodisplazi, anemi, 16semi, lenfoma,
myeloproliferatif hastaliklara neden olur. Apoptoz sitotoksik T lenfositlerin, NK

hiicrelerinin hiicresel 6liimii tetiklemesinde gorev alir (105).

DNA hasarinin tespiti ve apoptozun baslatilmasinda anahtar yol olarak rol
alan p53 siklikla kanser hiicrelerindeki mutasyonlar ile inaktive edilmistir. p53 “lin
inaktive olmasi hiicrenin sahip oldugu genomik anormalliklere ragmen intrinsik
apoptozdan kacinmasini saglar. Aym1 zamanda tlimor hiicresinde konvansiyonel
tedavilere maruz kalarak olusan DNA hasarina yanit olarak apoptozun baglatilmasi
basamagi gerceklesmez. Bu ylizden kanser hiicrelerinde apoptozu diizenleyen
tedaviler umut vaat etmekte olup pek cok preklinik ilag arastirmasinin odagi haline

gelmigtir.

Apoptotik hiicre 6liimiine yol agan iki sinyal yolagi mevcuttur. Birincisi
intrinsik yolak olup, Bcl-2 protein ailesi ve mitokondriyal sinyaller ile aktive olur.
Ikincisi hiicre yiizeyindeki spesifik o6liim reseptorlerinin (DRs) proapopitotik
ligandlar ile etkilesmesiyle uyarilan ekstrinsik yolaktir. Her iki yolak enzimatik
kaspaz sistemini uyarip apopitotik hiicre oliimiine yol agar. DNA hasari, hiicre
iskeletinin hasart gibi ciddi hiicresel streslerde intrinsik apoptotik mekanizma
uyarilir. Proapoptotik Bcl-2 ailesinin iiyesi olan BH3 proteinin transkripsiyonu
yoluyla saglanir. DNA hasari ile p53°iin aktive olmast BH3 proteinlerinden PUMA
ve NOXA’nin transkripsiyonunu uyarir. Boylelikle BAX ve BAK aktivasyonu ile
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apoptotik mekanizma uyarilmis olur. Saglikli hiicrelerde antiapoptotik BCL-XL,
proapoptotik proteinlere 6rnegin BAK ve BAX’a baglanarak bunlarin aktivasyonunu

engeller (106).

Kemoterapi ve radyoterapi p53 sistemini aktive ederek intrinsik apoptotik
mekanizmay: uyarir. Proapoptotik membran reseptorlerinin uyarilmast p53°ten
bagimsiz olarak ekstrinsik yolak ile apoptozu uyarir. Bu reseptorler secici olarak
normal hiicreleri ayirip tumdr hiicrelerinde apoptozu uyarirlar. Proapoptotik
membran reseptér agonistlerinin kemoterapi ile kombine edilmesi sinerjistik
antitumor etki gosterir. Ayni zamanda bu birliktelik kemoterapiye duyarliligin

yeniden diizenlenmesinde yeni bir tedavi secenegi saglamaktadir (104).

Bcl-2 ailesinin  proapoptotik iiyelerinin fonksiyon yitirmesi ya da
ekspresyonunun durmasinin losemi ve lenfomaya yol actigi gosterilmistir. Bel-2
antiapoptotik proteinin asir1 ekspresyonu B hiicreli 16semilerde ve bazi AML
hastalarinda gosterilmistir. Bel-2 ailesinin antiapoptotik iiyeleri lenfoma ve 16semi
gelisiminde bu hastaliklarin seyrinin ciddiyetinde ve tedaviye direncinde 6nemli rol
oynar. Ornegin Al proteini AML hiicrelerinin yasam siiresi ile iliskilidir. Mcl-1’in
artmis olmas1 ldseminin relaps yapmasi ile iligkili bulunmustur. Bel-XL’nin AML
hastalarinda artmig ekspresyonu gosterilmistir. Bcl-2 ve Bcl-XL tarafindan PML-
RARa ve BCR-ABL’nin indiiklendigi akut 16semilerin goriilme siklig1 artmistir.

Losemik hiicrelerde apoptozun indiiksiyonunu etkileyen genetik ve
mikrocevresel faktorlerle ilgili de ¢ok sayida calisma yapilmistir. Sitotoksik ilaglarla
16semik hiicre dizilerinin tedavisinin sitokrom c saliimi ve kaspaz aktivasyonu ile
sonuglandig1 gosterilmistir. Kaspazlarin ayn1 zamanda, taze izole edilmis B kronik
lenfositik 16semilerin sitotoksik tedavileri sonrasinda aktive olduklar1 gosterilmistir.
Apoptozisin regiile edilememesi, hiicre 6liimiinii regiile edici proteinleri kodlayan

genlerin translokasyonlarindan dolay1r meydana gelir (8).

2.6. Wnt Sinyal Yolag
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Wnt geni, yaklasik 27 yil dnce ilk olarak int-1 adi ile farenin timorli meme
dokusundan klonlanmis olan bir gendir. Daha sonra, Drosophila’da bulunan
’wingless’” geninin int-1 geni ile dizi ve fonksiyon benzerligi gosterdigi saptanarak,
1991 yilinda bu iki gen ismi birlestirilmis ve bu gen literatiire Wnt geni olarak
geemistir (107,108). Giinlimiize kadar insanda tanimlanmis olan Wnt gen ailesine ait

birbirine temel yap1 olarak benzeyen 19 adet protein vardir (109).

Wnt proteinlerinin hiicre biiyiimesi, hiicre adezyonu, hiicre hareketi, hiicre
polaritesi ve farklilagmasini diizenledigi bilindigi gibi ayrica hem kok hiicrelerinin
0zellesmesinde ve degisimlerinde hem de pek ¢ok dokunun embriyonik gelisiminde
(6zellikle merkezi sinir sistemi, bobrek, meme bezleri ve dokusu ve ekstremitelerde)

onemli rol oynadiklar1 da gosterilmistir (110).

Hem erken embriyolojik donemde hem de c¢esitli kanser tiirlerinde aktive
oldugu bilinen Wnt sinyal ileti yolu son yillarda kanser arastirmacilar1 tarafindan
olduk¢a dikkat ¢ekmeye baslamistir, cilinkii bu sinyal yolagindaki bir¢ok genin
neoplastik transformasyona sebep oldugu bilinmektedir (109).

Temel olarak 3 ¢esit Wnt sinyal yolag: tanimlanmigtir:

1. Wnt/B-katenin (Kanonik/Klasik) sinyal yolagi
2. Wnt/Ca+2 (Kanonik olmayan) sinyal yolagi
3. Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) (Kanonik olmayan) sinyal yolagi

Kanonik olmayan yolaklarin kanser gelisimindeki rolii tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bunlarin, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin antagonisti gibi
davrandig1 diisiiniilebilecegi gibi, baska bir fikre gére de Wnt’lerin aktivasyonunun

bu iki yolak araciligi ile tiimor progresyonunu saglayabilecegi Ongoriilmektedir
(109).
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2.6.1. Wnt/ p-Katenin (Kanonik/Klasik) Yolag:

Kanser gelisiminde rol oynayan en temel yolaktir. Bu yolagin anlasilmasinda
merkez rolii B-katenin (CTNNB1) oynar. Kanonikal Wnt yolagi kok hiicreler igin
kritik diizenleyici sinyal yolagi olarak goriilmektedir. Bir¢ok dokuda da Wnt sinyal
yolaginin aktivasyonu kanserle iligkili bulunmustur. Bu drurumun muhtemelen kok
ve progenitdr hiicrelerin, Wnt sinyal yolagi tarafindan siki sekilde diizenlenen
kendini yenileme 6zelliginin kanser hiicrelerinde degismesi ve malignant cogalmaya

izin vermesiyle ilgili oldugu diistinilmektedir (11).

Wnt sinyal yolaginda goérev alan B-katenin proteini hiicre i¢inde membrana
bagli olarak, sitozolde ve ¢ekirdekte olmak iizere 3 farkli bolgede bulunabilir (111).
Wnt/B-katenin sinyal yolaginda transkripsiyon faktorii olarak gorev yaptigi ortaya
konan (112) B-katenin, adheziv hiicre-hiicre baglantilarinda ve Wnt sinyal yolaginda

gorevli ¢ok fonksiyonlu bir proteindir (111, 113).

B-katenin sitoplazmada bulunur ve Wnt sinyal aktivasyonu ile g¢ekirdege
tasiir. Boylelikle ¢ok sayida genin transkripsiyonunu aktive eder. Ayn1 zamanda bu
yolak cok siki bir sekilde kontrol edilir, ancak ihtiya¢ duyuldugu zaman aktive olur
(109). Bu yolagin en temel bilesenleri; multiprotein kompleksini (yikim
kompleksini) olusturan Axin-APC (Adenomatous Polyposis Coli)- GSK3p (Glikojen
Sentez Kinaz 3p) ve bu yikim kompleksinin antagonistleri olan Dvl (Dishevelled)-

CKIe (Kazein kinazle)- GBP/Frat ve de B-katenin’dir (114).
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Yikic1 Kompleks

Sekil 2.8. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin sematik gosterimi (115)

Wnt sinyal varliginda; Eger hiicre bir Wnt sinyali algilarsa oncelikle Wnt
sinyal proteini gelir, hedef hiicre zarinda bulunan Fz reseptorii ve LRP5/6
koreseptori ile iligki kurar. Bu baglanma ile beraberinde Wnt 2 6nemli fosforillenme
reaksiyonunu uyarir. Bunlardan biri LRP5/6’nin sitozol i¢inde kalan kisminin
GSK3p ve CKle enzimleri tarafindan fosforillenmesidir. Bu kismin fosforillenmesi,
sitozol igerisinde bulunan ve Axin-APC-GSK3f’dan olusan yikim kompleksini
etkiler. Bu fosforillenmenin etkisi sonucu bu kompleksi bir arada tutan Axin ile ona
bagli bulunan GSK3B bu kompleksten ayrilarak, LRP5/6’nin sitozol icindeki
fosforillenmis kismina baglanir. Diger bir fosforilleme islevi ise, sitozolde bulunan
CKIl, CKII ve Par-1 enzimleri ile Dvl proteininin fosforillenmesidir. Dvl, Axin’e
baglanarak, Axin proteininde konformasyonel bir degisiklik meydana getiririr. Bu
degisiklik, GSK3pB’ nin Axin’den ayrilmasini saglar. Axin’den ayrilan GSK3, Frat-1
tarafindan inhibe edilir. Bu sayede GSK3p’nin B-katenini fosforilleme etkisi ortadan
kalkar ve hiicre i¢inde "B-katenin" konsantrasyonu artar. Hiicre i¢inde biriken bu "B-
katenin" baglica iki mekanizmayi tetikler. Bunlardan birincisinde, "B-katenin" hiicre

membranindaki N-kaderin’in hiicre i¢i bdliimiine baglanarak, hiicreler arasi
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baglantiyr giiclendirici ve stabilize edici rol oynar. Ikincisinde ise, hiicre cekirdegi
icine girerek "Tctf/Lef" transkripsiyon faktorlerine baglanir ve Wnt sinyal yolunun

hedef aldig1 genlerin transkripsiyonlarina imkan saglar (Sekil 2.8) (109).

Wnt sinyal yoklugunda; Wnt hiicre zarindaki Fz ve LRP5/6 reseptorlerine
baglanamaz. Dolayisiyla sinyal mekanizmasinin aktivasyonunda rol oynayan 2
fosforillenme islemi gergeklesemez. Fosforillenme reaksiyonlari gerceklesmedigi
i¢in, yikim kompleksi aktif durumdadir. Bu yikim kompleksi iiyeleri olan GSK-3f ve
beraberindeki "Axin" ve timor baskilayict faktor olan "APC", "B-katenin" in
fosforilasyonunu N-ucunda yer alan serin ve treonin amino asitlerinden (kodon 33,
37, 41) kazein kinaz-1 (CKI) ise Ser 45’den yapmaktadir. Bu fosfoaminoasitler -
katenine 2. bir protein kompleksi (ubikutin ligaz kompleksi) i¢in baglanma bolgesi
olustururlar ve ubikutinasyonu baslatirlar. Boylelikle - TRCP (B-transducin repeat
containing protein), proteozomal degredasyon igin proteini hedefler ve -kateninin
degradasyonu saglanir. "B-katenin" in degredasyonu da, hiicre ¢ekirdeginde "Tcf/Let"
grubu transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanarak Wnt sinyal yolunun hedefi
olan genlerin transkripsiyonlarini baskilamalarina imkan saglar (Sekil 2.8) (109,

116).

3. MATERYAL ve YONTEM
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3.1. Calisma Grubunun Se¢ilmesi

Bu calismaya, Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Hematoloji Onkoloji
Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’nun 13.10.2014 tarih ve 063 numarali
karar ile etik kurul onay:1 alindiktan sonra baslandi. Calismamiz i¢in 2011-2014
yillar1 arasinda Ankara Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim
Arastirma Hastanesi Kemik 1ligi Nakil Unitesinde tedavi gérmiis, ALL tanisi
konulmus 8 hasta birey (2 T-ALL, 6 B-ALL) kontrol grubu igin 6 saglikli birey
se¢ilmistir. Kok hiicre isleme ve saklama laboratuvar’’ nda standart dondurma
protokolleri uygulanarak saklanan hasta ve saglikli bireylerin kemik iligi 6rnekleri

kullanilmustir.

3.1.1. Numunelerin Toplanmasi

Kemik iligi nakil {initesine (KIT) ALL tanisiyla yatan ya da hematoloji
servisine ALL tanisi i¢in gelen hastalardan herhangi bir tedavi uygulanmadan, tani
aminda 2-4 ml kadar kemik iligi ve periferik kan 6rnegi Kok Hiicre Isleme ve
Saklama laboratuvarina génderilmistir. Ayrica nakil igin KIT iinitesine yatan ALL
hastalarinin vericilerinden de ameliyathane ortaminda steril sartlarda Krista iliaka
posteriordan 500-1000 ml kadar toplanan kemik iliginden 2-4 ml kadar alinip

calisma icin ayrilmistir.

3.2. Mononiikleer Hiicrelerin Ayrilmasi

Gelen kemik iligi 6rnegi 1:1 oraninda PBS (Biochrom, Almanya) ile
karistirtlarak 4 ml fikol (Biocoll, Biochrom, Almanya) {izerine yayilmistir. Kemik
ilig1 icerisindeki mononiikleer hiicreler (MNH) frensiz olarak 2200 rpm’de 20 dakika
santrifiij (Eppendorf, Almanya) edilerek ayrilmistir. Santrifiij sonunda olusan MNH
tabakas1 toplanarak yeni bir tiipe aktarilmistir. igerisinde az sayida olan MKH’leri de
iceren tiim pellet homojenize edilerek 10 ml PBS ile sulandirilip 2000 rpm’de 5
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dakika santrifiij edilerek yikanmistir. Altta kalan pelletin {izerine 5 ml PBS eklenerek
sayim islemi gergeklestirilmistir. Hiicre sayisi otomatik hiicre sayim cihazinda
sayilip, elde edilen ml’deki hiicre sayisi total say1y1 hesaplamak i¢in 5 (5 ml oldugu
icin) ile carpilir. Elde edilen hiicreler bir kez daha santrifiij edilip pellet haline gelen
hiicreler tizerine Dulbeco’s Modified Eagle Medium Low Glucose (DMEM-LG),
%20 Fetal bovine serum ve %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) (OriGen, Isveg) iceren
dondurma (freezing) soliisyonu eklenerek kriyoviallerde +4”’de 1 saat, 20°°de 4 saat,

— 80°°de 24 saat ve daha sonra -196° s1v1 azot tanklarma alinmustir (sekil 3.3).

Sekil 3.1. Mononiikleer hiicrelerin ayrismasi ve dondurulmasi. a) Mononiikleer hiicre ayrismasi i¢in
fikol eklenmesi, b) Fikol eklenmis 6rnegin santrifiij sonrasi plazma, mononiikleer hiicre ve
eritrositler olarak ayrismasi, ¢) Ayrilmig mononiikleer hiicreler, d) Hiicrelerin donduruldugu

-196 °C s1v1 azot tanklari.

3.2.1. Orneklerin Céoziilmesi

Kriyovialler azot tankindan alindiktan sonra oda 1sisinda hizlica ¢oziilmiistiir.
Coziilen iirlin yeni bir tiipe alinarak freezing soliisyonunu ortamdan uzaklastirmak

icin Sml PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre pelleti lizerine kiiltiir

36



soliisyonu eklenerek doku kiiltiir kabina (25 cm®lik flask-T25) 5 ml bityiime besiyeri
[DMEM-LG (Biochrom, Almanya), %10 fetal bovine serum (Biochrom, Almanya),
%1 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin, Biochrom, Almanya)] ile birlikte aktarilmis
ve 37°C, %5 CO2’li inkiibatorde (Galaxy 170R, Eppendorf Company, Almanya)

kiltiire edilmistir.

3.3. Mononiikleer Hiicrelerden Blastik T Hiicre izolasyonu

Ayni hasta bireyin en az iki kriyoviyalde dondurulmus MNH o&rneklerinden
biri ekim i¢in kullanilmis, digeri ise T hiicre izolasyonu i¢in kullanilmistir. B-ALL’1i
hasta MNH 06rnekleri i¢in B hiicre izolasyonu yapilmamis olup direk MNH’ ler
kiiltiire edilmislerdir. MNH’lerden T hiicrelerin eldesi i¢cin EasySep™ T Hiicre
izolasyon kiti (Stem cell, Kanada) kullanilmigtir. Bu kit, T hiicrelerin ayiriminda
kullanilmak iizere “EasySep™ Insan T Hiicre izolasyon kokteyli (Stem cell,
Kanada)” ve manyetik isaretleme i¢in “EasySep™ Dekstran Rapid Spheres (Stem
cell, Kanada)" igerir. Mononiikleer hiicreler oncelikle izolasyon kokteyl ile
karistirildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda manyetik
dekstran rapid spheres tiip icerisine ilave edilerek medyum ile tiip igerisindeki voliim
2.5 ml’ye tamamland1 ve tiip magnet igerisine yerlestirilerek 3 dk oda sicakliginda
bekletildi. Bu silire sonunda tiip magnetin icerisinde iken magnet ters cevrilerek
nanopartikiiller ile isaretlenmemis T hiicreler yeni bir tiipe alindi. Bu yikama islemi 3
kez tekrarlandi. Negatif seleksiyon sorasi tiiplin dibinde kalan 6rnekler yeni tiipe
ilave edildi. T hiicreler lizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek, yaklasik 250ul 6rnek
hiicre sayimi i¢in hemogram cihazinda (Beckman Coulter HmX-AL) okutuldu ve
hiicre sayisina gore 1:1 oraninda ekim yapacagimiz MKH’ler lizerine ¢cogunlugunu

blastik hiicrelerin olusturdugu siispanse haldeki hiicreler eklendi.
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Sekil 3.2. EasySep™ T Hiicre izolasyonu kiti ve magnetiyle T hiicre izolasyonu

Negatik seleksiyon yaptigimiz igin hiicreler, Tetramerik Antikor Kompleksi
(TAC) kullanilarak dekstran kapli manyetik nanopartikiiller ile spesifik olarak
isaretlenmistir. Bu kompleks hem dekstran hem de hedef hiicre yiizey antijenini tanir
ve istemedigimiz tiim hiicrelere bu partikiiller yapisarak magnetin etkisiyle tiipiin
duvarina yapisir ve tliplin dibinde sadece T hiicrelerinin oldugu karigimin olusmasini

saglar.

Anti- Antl-
hiicre dekstran
T hiicre disindaki”

tiim hiicreler . - -k

Tetramerik Antikor Easysep Magnetik
Kompleks Nanopartikiil

Sekil 3.3. Tetramerik Antikor Kompleksi

3.3.1.izole Edilen Blastik T hiicrelerin Flow Sitometrik Analizleri

Izole edilen blastik T hiicre popiilasyonlarmin sayimi hemogram cihaziyla
yapildt ve karakteristik Ozelliklerini belirlemek amaciyla flow sitometride
immunfenotipleme yapildi. Hiicre ylizeyinde eksprese olan antijen molekiillerine
spesifik antikorlar kullanilarak tanimlama yapilmaktadir. Antikor aracilig ile antijeni

gostermek i¢in kullanilan florokromlar 15181 absorbe ederek farkli dalga boylarinda
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1sin sacarlar. Farkli florokromlarin 15181 aktifleme (eksitasyon) ve emilimleri
(emisyon) farklidir. T hiicreler i¢in kullanilan primer antikorlar (Beckmann Coulter,

CA, ABD) ve konjuge florokromlar1 tabloda gosterildigi gibidir.

Klonal bir hastalik akut 16semide olgun hale gelemeden kontrolsiiz ¢ogalma
Ozelligi kazanan blastik hiicreler farkli klonlardan gelismis olabilir. Siispansiyon
halindeki hiicre popiilasyonunda grafik bir gerceve ile kapilama islemi yapildi.

FSC/SSC ve CD45 grafiginde T hiicrelerinin diistiigii yerler belirlendi.

Tablo 3.1. Antikor-Konjuge Florokromlarin eksitasyon ve emilim degerleri

Antikor - Konjuge Florokrom Eksitasyon | Emilim

CDB8-FITC (Fluorescein isothiocyanate) 468-505 504-541
CD3-PC7 (Fikoeritrin siyanin7) 486-580 660-680
CDA4-PC5 (Fikoeritrin siyanin5) 486-580 675-770
CD7-ECD (Fikoeritrin-Teksas Kirmizisi-x) 486-575 610-635
CD45-APC (Allofikosiyanin) 633-635 650-680

3.4. Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu ve Hiicre Kiiltiiriinde

Cogaltilmasi

3.4.1.Mononiikleer Hiicrelerden MKH Kiiltiiriine Gegis

Onceden MNH ayrimi yapilmis ve dondurulmus ornekler ¢oziilerek pasaj
0’da 25 cm®lik flasklara (T25) ekilmis ve 24 saat sonunda gozlenmistir. Kiiltiir
flask1 tabanina yapisan adeziv hiicreler gozlendikten sonra her 3 giinde bir kiiltiir
besiyeri degistirilmistir. Buradaki ama¢ adezif olmayan hematopoetik hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasidir. Yaklasik iki hafta igerisinde adeziv karakterdeki
hiicrelerin ¢ogalarak kiiltiir kabimmi %90-100 oraninda doldurmasi saglanmstir.
Konfluent hale gelen hiicreler pasaj 2 ‘ye gecirilmek tizere, dncelikle hiicre kiiltiir
ortamindan besiyeri uzaklastirilir sonra ortama PBS eklenerek hiicreler yikanir.
Ortamdan PBS uzaklastirilarak 4 ml 9%0,05 tripsin/EDTA (Biochrom, Almanya)
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konularak inkiibatore konularak 10 dk beklenir. Bu asamada hiicrelerin yiizeyden
ayrilip ayrilmadiklari invert mikroskopta kontrol edildikten sonra kalkmis olan tiim
hiicreler kiiltlir flasklarindan alinir. Falkon tiipe toplanan 6rnege tripsinin etkisini
elimine etmek i¢cin PBS eklenir ve sayim i¢in 300ul 6rnek alinarak otomatik sayim
cihazinda (Beckman Coulter HmX-AL) sayilir. Falkon tiipte kalan hiicreler 2000
rpm’ de 15 dk santrifiij edilir. Sayim sonucuna gore pasaj 1 ‘e gececek hiicreler

tekrar ekim i¢in hazirlanir.

Sekil 3.4. A) Mononiikleer hiicrelerin T25” lik hiicre kiiltiir flaskina ekimi, B) Invert mikroskopta
incelenmesi C) 37° C, % 5 CO,’li inkiibatorde kiiltiire edilmesi.

3.4.1.1. MKH Kiiltiiriinde Pasajlamalar

Pasaj 0 sonunda hiicre sayiminin sonucuna gore bir T25 kiiltiir flaskina 5x10*
hiicre olacak sekilde Sml hiicre kiiltiir besiyeri eklenerek ekilir ve 37°C, %5 CO2’li
inkiibatore yerlestirilir. Kalan hiicreler tizerine DMEM-LG, %20 fetal bovine serum
ve %10 DMSO (OriGen, Isveg) iceren dondurma (freezing) soliisyonu eklenerek
kriyoviallerde +4°’de 1 saat, -20°’de 4 saat, -80°’de 24 saat ve daha sonra -196° sivi
azot tanklarina alinmistir. Ayni islem pasaj 2’ye gegilirken tekrarlanmistir. Pasaj 1
sonunda elde edilen hiicrelerin bir kism1i MKH karakterizasyon c¢aligsmasina, bir kismi1
da her kuyucukta 25x10° hiicre olacak sekilde blastlarla kokiiltiir icin 12 kuyucuklu
kiiltlir kaplarina ekildi.
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3.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Blastlarla Kokiiltiiri

Pasaj 2’de 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Cellstar, Greiner Bio-One) 25x10°
MKH ekimi yapilmis ve MKH’ler yaklasik 5 giinde %80 cogalma kapasitesine
ulagsmiglardir. 12 kuyucuklu kiiltiir kabmin zeminine yapisan MKH’ler blastik
hiicrelerle kokiiltiire edilmistir. Kiigiik lenfositler yaklasik 7-10pm iken biiyiik
lenfositlerin boyutlar1 14-20 pm’ye kadar ¢ikabilmektedir. Kokiiltiir i¢in hiicre hiicre
temasini engelleyecek sekilde por biiyiikligi 1 pm olan ve 12 kuyucuklu kiiltiir

kaplarina uygun, kolaylikla takip ¢ikarilabilen membranlar kullanilmistir.

Sekil 3.5. Mezenkimal kok hiicrelerin blastik hiicrelerle kokiiltiirii. a) EasySep™ T Hiicre izolasyon

kiti ve magneti ile izolasyon b) ThinCert™ hiicre kiiltiirii membrani, c) 12 kuyucuklu kiiltiir
kabinda kokultir.

Kokiiltiir ¢aligmalart iki farkli sekilde gerceklestirilmistir. Bir grup, 12
kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarinda hiicre hiicre temasi olacak sekilde, ALL’li
hastalardan izole edilen, ¢ogunu (%70-95) blastik hiicrelerin olusturdugu hiicre
siispansiyonu ile direk 1:1 oraninda MKH’lerle kokiiltiire edilmistir. Diger grup ise
kokiiltiir calismalart i¢in 6zel ThinCert™ hiicre kiiltiirii membranlari (Geriner Bio-
One, Avusturya) kullanilarak ve hiicre hiicre temasi engellenerek yine 1:1 oraninda
blastik hiicreler MKH’lerle kokiiltlire edilmistir. Ayrica negatif kontrol olarak sadece
blastik hiicreler ve sadece mezenkimal kdk hiicreler kiiltiire edilmistir. iki kuyucuk

ise B-katenin immunositokimya ¢alismasi igin ayrilmistir (Sekil 3.5.c).
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3.6. MKH’lerin Karakterizasyonu

Tilim karakterizasyon calismalar1 pasaj 2 MKH’ler ile yapilmistir.

3.6.1. Morfolojik Analiz

MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adim hiicrelerin plastik ylizeye
yapisabilmeleri ve igsi-poligonal morfoloji gostermeleridir. Bu 6zelliklerinin

saptanmasi1 inverted mikroskop kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Mezenkimal kdk hiicrelerin morfolojik goriiniimleri (invert mikroskop 4x).

3.6.2. Farkhlasma Testleri

Hiicrelerin MKH oldugunun kanitlanmasi i¢in, en azindan, adipojenik ve
osteojenik farklilasma kapasitesi oldugunun in-vitro ortamda gosterilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle MKH’ler adipojenik veya osteojenik yonde farklilasmay1
uyaran besiyeri ortaminda tutularak 3 hafta sonra farklilagma gosterip

gostermedikleri yoniinden degerlendirilmistir.

Adipojenik Farklilasma
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Ikinci pasajda olan hiicreler T25°lik flasklara ekilerek ¢ogaltilmaya
baslanmistir. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %100 yogunluga
ulagsmas1 saglanmistir. Ardindan flask 5 ml PBS ile yikanmis ve adipojenik
farklilagsmasi i¢in 2 ml adipojenik farklilasma besiyeri (MesenCult® Adipogenic
stimulatory supplements (Human), Stemcell, Kanada) eklenmistir. U¢ giinde bir
kiiltiir ortam1 tazelenmistir. U¢ hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanmis ve
PBS ile yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan yag hiicresine farklilasan hiicreler 5
ml %10 formol (Sigma, ABD) ile 1 saat fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan
formol uzaklastirilip, steril distile su ile yikanmigtir. Ardindan 5 ml %70’lik
izopropronalol ~ konularak 5  dakika  bekletilmistir.  Izopropronalolun
uzaklastirilmasindan flaska 5ml Oil Red O boyasi (Sigma, ABD) eklenerek 5 dakika
oda 1s1sinda beklenmis ve ardindan distile su ile 2 kere yikama yapilmistir. Flaska 5
ml hematoksilen boyast eklenerek 1 dakika oda 1sisinda tutulmus, g¢ekirdek
boyanmasi saglanmistir. Hematoksilen ortamdan uzaklastirildiktan sonra ortamin
kurumamast amaci ile 5 ml distile su eklenmistir. Dijital goriintiileme sistemi
(Olympus, Japonya) ile fotograflari c¢ekilmistir. Oil red boyasi ile kirmiz1 renkte
boyanma ve hiicre igerisinde yag damlaciklar1 goriilmesi adiposit farklilagmasinin

kanit1 olarak kabul edilmistir.

Osteojenik Farklilasma

Tripsinize edilmis olan pasaj 2 MKH’ler flaska ekilerek c¢ogaltilmis ve
haftada 2 kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %90 yogunluga ulagmasi
saglanmistir. Ardindan flasklar 5 ml PBS ile yikanmis ve kemik hiicresine
farklilasmasi i¢in 5 ml osteojenik farklilasma besiyeri (MesenCult® Osteogenic
Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenmistir. 3 hafta sonunda flasklardan

besiyerleri toplanmis ve 5 ml PBS ile yikama yapilmistir.




Sekil 3.7. MKH’lerin osteojenik farklilasma asamalari

Farklilagma analizi i¢in 5 ml %4 paraformaldehit ile 30 dakika oda 1sisinda
fikse edilen hiicreler distile su ile yikanarak paraformaldehit ortamdan
uzaklagtirllmigtir. Flasklara 5 ml Alizarin Red boyasi (Sigma, ABD) eklenerek 20
dakika oda 1sisinda bekletilmislerdir. Ardindan boya uzaklastirilip flasklar 5 ml
distile su ile yitkanmis ve dijital goriintiileme sistemi ile flasklarin fotograflari
cekilmistir. Alizarin red boyasi ile koyu renkte kalsiyum depozitleri goriilmesi

osteojenik farklilasmanin kanit1 olarak kabul edilmistir.

3.7. Flow (Akim) Sitometri (FCM) ile Apoptoz Tayini

Flow sitometrinin temel prensibi, bir siispansiyon halindeki hiicre ya da
partikiillerin lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden gegirilerek hiicrelerin
151810 Onilinden gegerken verdikleri sinyallerin toplanarak analiz edilmesidir. Olusan
sinyallerin kaynagi hiicrenin biiytikliigii, graniilaritesi gibi fiziksel 6zellikleri yaninda
hiicreye baglanan cesitli florokromlar da olabilmektedir. Boylece hiicre ya da
partikiiliin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran

potansiyeli, canlilig1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.
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Sekil 3.8. Flow sitometri cihazinin sematik gésterimi (117)
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Flow sitometri bir¢ok sistemi birlesmesinden olusmustur. Bunlar 6rnek
toplayici ve tasiyici sistem, akis sistemi, 151k (lazer) kaynagi, sferik ve c¢apraz
silindirik filtreler, odaklanma aynalari, sinyal dedektorleri (optik ve elektrik sinyal),
bilgisyaar sistemi ve ayirma mekanizmasidir. Siispansiyon halindeki isaretli hiicreler
ve partikiiller hava basinci ile akis sistemi i¢inden gegcirilir. Bu sistemde akis hizi
yiiksek oldugundan hiicreler basincin etkisiyle akis kabinine gelir. Buradan
hiicrelerin tek sira halinde gegisi saglanir ve tek sira halindeki hiicreler lazer 15181
icinden gecerek goriiniir hale gelirler. Lazer kaynagi olarak; argon iyonu, kripton,
helyum-kadmiyum, helyum-neon gibi yiiksek yogunluktaki 1s1k kaynaklar: kullanilir.
Yapisinda yer alan sinyal dedektdrleri: 6nden sagilimi saglayan ve hiicre boyutunu
gosteren Forward Scatter (FSC), yandan sagilimi saglayan ve hiicrenin i¢ yapisini
graniilatesini gosteren Side Scatter (SSC)’dir. FSC/SSC grafigi ile hiicre
siispansiyonundaki farkli popiilasyonlar birbirinden ayrilabilir. Ornegin; periferik
kanda lenfositler daha kiicliktiir ve az graniilarite gosterirler,monositler orta
biiytiklilkte ve orta graniilarite gosterirken, graniilositler hem biiyiiktiirler, hem de

dahafazla graniilariteye sahiptirler (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Flow sitometri ¢aligmalar1 i¢in kemik iligi ve periferik kandan kapilama stratejileri (117)

Apoptozis de genetik olarak kontrol edilen, hiicrenin kendisini 6ldiirmeye

karar verdigi ve bunun icin ¢ok sayida protein sentezlerine yoneldigi aktif ve
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dinamik bir olaydir. Flow sitometri ile heniiz hiicrelerde niikleer degisiklikler
olusmadan membrandaki erken degisiklikler sirasinda  bile  apoptozis
Olctilebilmektedir. Apoptozis gelistiginde hiicre membraninin normalde i¢ kisminda
bulunan fakat apoptozis ile hiicre yiizeyine ¢ikan fosfatidilserine baglanma 6zelligi
gdsteren Annexin V ile hiicrelerde apoptozis tayini yapilabilmektedir. Olii-canl
hiicre ayirimi iginde ise hiicrelerin es zamanl olarak PI ile boyanmasi sonuglar1 daha
giivenilir hale getirmektedir. Bilgisayar programi ile analiz edilen hiicreler FSC/ SSC
grafiginde belli alanlara diserler. Bu alanlardan incelenecek hiicrelerin yeri
belirlenerek kapilama yapilir. Apoptozis tayininde de bu grafigin 4 bolgesine diisen
hiicrelerin her birisi farkli 6zellikteki hiicreleri gosterir. Analiz sonucunda canli
hiicreler Annexin V (-)/PI (-), erken apoptotik hiicreler Annexin V (+) /Pl (-), geg
apoptotik hiicreler Annexin V (+) /PI(+) , nekrotik hiicreler ise Annexin V (-) /PI (+)

ekspresyonu ile tayin edilir.
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Sekil 3.10. Flow sitometride apoptoz tayini i¢in elde edilen grafigin sematik gosterimi. Grafikte 1
numarali bolge canli hiicreleri, 2 numarali bolge erken apoptotik hiicreleri, 3 numarali

bolge gec apoptotik hiicreleri ve 4 numarali bolge nekrotik hiicreleri gosterir.

Calismamizda MKH’lerin blastik hiicre popiilasyonlar1 iizerinde apoptotik
etkisi olup olmadigin1 gérmek icin flow sitometi ile apoptozis tayini yapildi. Bunun
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icin Annexin V-FITC/PI (Beckmann Coulter, Fransa) apoptozis kiti kullanildi. 96
saat kokiiltiire edilen Orneklerin membransiz olan kuyucuklarinda ylizeye
yapismamis medyum i¢inde yilizen blastik hiicre popiilasyonlar1 toplandi. Membranli
kuyucuklarda ise direk membran {lizerinde blastik hiicre popiilasyonlar1 flow
sitometri cihazina uygun toplama tiiplerine alindi. Apoptozis tayini i¢in tiim adimlar
buz iizerinde ¢alisildi. Tiipe alinan hiicreler soguk PBS (Phosphate Buffer Saline) ile
yikandiktan sonra 4°C’de, 1500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi ve slipernatant dokiildii.
Ardindan kit igerisinde yer alan ve ¢alisma Oncesi hazir hale getirilen 1x baglayici
tampon ¢ozelti (binding buffer) eklendi, siispanse edildi. 1ul Annexin V- FITC ve 5
ul PI eklendikten sonra iyice karistirildi ve buz iizerinde 15 dk karanlikta inkiibe
edildi. 400pul baglayici tampon ¢ozelti eklenip homojen bir karisim elde edildikten
sonra da 30 dk igerisinde Ornekler flow sitometri cihazinda (Navios-Beckmann

Coulter, CA, ABD) degerlendirilmistir.

MKH’ler iizerinde yiizen ya da membran lizerinde yer alan blastik hiicreler
toplandiktan sonra hiicre kiiltiir kabina yapisik olan MKH’ler {izerinden
siipernatantlart alinip dondurularak saklandi. Yiizeyde yer alan MKH’ler ise
tripsinizasyon isleminin ardindan kaldirilarak kriyoviyallerde dondurularak saklandi.

Dondurma islemi 6ncesi kaldirilan MKH’lerin hemogram cihazinda sayimi yapildi.

3.8. Immunositokimya

Hiicre i¢inde bulunan bazi enzimlerin ya da makromolekiillerin
lokalizasyonlarini incelemeye yardimer olan immunositokimya yonteminde sistem,
incelenecek olan bir makromolekiile karst gelistirilmis antikorun ortaya
konulmasidir. Spesifik antijen-antikor iliskilerinden yararlanilarak molekiillerin
hiicre ig¢indeki yerlerinin belirlenmesi ve goriilebilir hale gelmesi amaglanmaktadir.
Bu anlamda Wnt sinyal yolaginin anahtar diizenleyicilerinden biri olan B-katenin’in
hiicre igerisindeki yerinin ve sinyal yolaginin hasta ve saglikli bireylerde
aktivasyonunun farkli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in monoklonal Anti B-katenin

antikoru (E247, Abcam, Cambridge, MA, ABD) kullanilmistir.
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Wnt sinyal yolaginin hem ALL ile baglantili hem de apoptozla ilgili
proteinlerinden B-Katenin’in blastik T ve B hiicrelerdeki lokalizasyonlarinin ve
ekspresyon derecelerinin immunositokimya ile de gosterilerek flow sitometrik
sonuglarin desteklenmesi amaclanmisti. Ancak kullanilan Orne8in hasta Ornegi
olmasi ve hiicre sayisinin yeterince fazla olmamasindan dolayr B-katenin blastik
hiicrelerde c¢alisilamamistir. Bunun yerine blastik hiicre popiilasyonu tizerinde etkisi
oldugunu diisiindiigiimiiz MKH’ler de bu proteinin ekspresyon seviyeleri arasinda
fark olup olmadig1r degerlendirilmistir. Bunun i¢in daha 6nce blastik hiicrelerle
kokiiltiire edilen ve immunositokimya i¢in saklanan MKH ornekleri 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarma ekildi. immun boyama ve mikroskopta inceleme kolaylig1 acisindan
her kuyucuga tabani kaplayacak sekilde lameller yerlestirildi ve hiicrelerin bu
lameller {lizerinde ¢ogalmasi saglandi. 7 glinde %70-80 oraninda ¢ogalan hiicreler
%4’liik formaldehit ile 10 dk fikse edildi. Fiksasyonun ardindan %1 BSA (Bowine
Serum Albumin) %0.1 Tween, 0.3 M glisin ve %10 FBS iceren PBS ile oda
sicakliginda 2 saat bekletilerek bloklama yapildi. Primer antikor %1 BSA ve %0.1
Tween iceren PBS ile 1/50 oraninda dilue edildi. Bloklamanin ardindan primer
antikor eklenerek 4°C’ de bir gece inkiibasyon yapildi. Ertesi giin 3 kere PBS ile
yikama yapilarak sekonder antikor (poliklonal ,Anti-Rabbit IgG H&L (HRP); Abcam,
MA,ABD) eklendi ve antikorla 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor da PBS ile
yikandiktan sonra DAB (3,3'-diaminobenzidine) ile boyama yapildi. DAB substrat
kitinde (Abcam, Cambridge, MA, ABD) yer alan DAB kromojen ve DAB substrat
karigimi hazirlandi1 ve lamel {lizerinde belirli alanlar DAB ile boyanarak mikroskopta

incelendi.

Ayrica MKH’lerde, apoptozis tayininde kullanilan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3
(Abcam, Cambridge, MA, ABD) enzimleri ¢alisildi. Apoptozis i¢in B-katenin ile es
zamanlt ayni hiicrede gdstermek istedigimiz enzimler anti-rabbit antikorlar oldugu
icin ¢iftli boyama yapilamadi. Ayni hasta ve saglikli bireylerin ornekleribu {i¢
enzimle de ayr1 ayr1 boyandi. Antikorlar 1/50 oraninda dilue edilerek boyama
yapildi. Once primer antikorla bir gece inkiibe edilen hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra sekonder antikorla inkiibe edildi. Sekonder antikor sonrast DAB ile boyama
yapilmis ve boyanan hiicreler hem 151k mikroskobunda (Olympus, Japonya) hem de
invert mikroskopta (Olympus, Japonya) goriintiilenmistir.
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3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) ve MS-Excel 2007 programlar: kullanild. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Arastirmada yer alan degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilks testi ile degerlendirildi. Tanimlayic
istatistiklerinin gosteriminde ortanca (minimum-maksimum) degerleri kullanildi. Ek
bilgi olarak ortalamatstandart sapma degerleri verildi. Belirtilen faktorlere ait
gruplarda farkliligin incelenmesi amaciyla Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis

non-parametrik varyans analizlerinden uygun olan yontem kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarinin Ozellikleri

Calismamizda Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Hematoloji Onkoloji
Egitim Arastirma Hastanesi Kemik Iligi Nakil Unitesinde ya da Hematoloji
Kliniginde tedavi gormiis, ALL tamist1 konulmus 8 (%57.1) hasta birey ve
transplantasyon i¢in kemik iligi ornekleri saklanmis olan 6 (% 42.9) saglikli bireyin
ornekleri kullanilmistir. Kok Hiicre isleme ve Saklama Laboratuvari’nda standart
dondurma protokolleri uygulanarak saklanan hasta ve saglikli bireylerin kemik iligi
ornekleri kullanilmistir. Cinsiyet farki gézetmeksizin 2-16 yas araliginda bulunan
hasta bireyler ile saglikli bireylerin kemik iligi Ornekleriyle ¢alisilmistir. Hasta
bireylerin % 75.0° i (n= 6), saglikli bireylerin ise % 33.3’ i (n= 2) erkektir.
Gruplarda ve cinsiyetlerde yas dagilimi benzerdir (sirasiyla, z= 0.980; p=0.345 ve z=
0.131; p=0.950). Hastalara ait yas ortancasi 8 (min= 4; mak=16) yil, sagliklilara ait
yas ortancasi 14 (min= 3; mak= 18) yil olarak elde edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Grup ve cinsiyete gore yas degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Yas
n min; mak Ortanca Ort+SS z P
Grup
Hasta 8 4:16 8 9.6+4.5
0.980 0.345
Saglikli 6 3;18 14 12.3+5.8
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Cinsiyet
Erkek 8 3; 17 11 10.6+5.3
Kadin 6 4;18 11 11.0+£5.2

0.131 0.950

4.2. insan Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu,

Uretilmesi ve Karakterizasyonuna fliskin Bulgular

4.2.1. insan Kemik Iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin

izolasyonu ve Cogaltilmasi

Mezenkimal kok hiicreler bir¢cok dokunun yani sira kemik iliginde
hematopoetik kok hiicrelerle birlikte bulunmaktadir. Kemik iliginde yer alan 100.000
cekirdekli hiicreye karsin yaklastk 1 MKH oldugu bildirilmektedir (118).
Calismamizda da kiiltiir ortamina birakilan hiicreler tek tek kiiltiir kabina
yapismislardir. Yapisan ve koloni formunda cogalan fibroblast morfolojisindeki
hiicrelerin stromal kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden zengin oldugu; buna karsin
yapisma gostermeyen hiicrelerin agirlikli olarak hematopoetik hiicreler oldugu
bilindiginden dolay1 yapismayan, besiyerinde yiizen hematopoetik hiicreler ii¢ giinde
bir besiyeri tazelenerek elimine edilmistir. Doku kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin 14
giin sonunda %80 oraninda kiiltiir kabinin yilizeyini kapladigi gozlenmistir. Tripsin
enzimi uygulayarak ylizeyden ve birbirlerinden ayrilmalari saglanan hiicreler
toplanmis ve bir kism1 daha sonraki ¢aligmalar i¢in dondurularak -196 derecede sivi
azot igerisinde saklanmistir. Kalan hiicreler ise tekrar kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin
pasajlanma islemi 2 kez uygulanarak MKH’lerin sayica ¢ogalmasi ve daha homojen

hiicre popiilasyonu elde edilmesi saglanmistir.

51



4.2.2. insan Kemik iliginden izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Karakterizasyonu

izole edilen ve ¢ogaltilan hiicrelerin MKH oldugunu kanitlamak amaciyla
karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amacla Uluslararasi Hiicresel Tedavi
Derneginin (ISCT/The International Society for Cellular Therapy) MKH’lerin
karakterizasyonu i¢in belirledigi kriterler kullanilmistir (119). Bu tanimlamaya gore
hiicrelerin adezif (yapisan) yapida olmasi, stromaya 6zgii ylizey belirteclerine sahip
olmasi, hematopoetik hiicrelere 6zgii belirtegleri tasimamasi, adipojenik ve
osteojenik olmak iizere en az iki hiicre serisine multipotent farklilasma &zelligi
gostermeleri ile MKH olarak adlandirilabilirler. Kemik iliginden izole edilen
mononiikleer hiicrelerinin kiiltlirii sonucunda doku kiiltlir kabinin tabanina hiicreler
yapigmig ve ¢ogaltilarak pasajlama yapilmigtir. Boylece bu hiicrelerin MKH olmasi
icin ilk kosul olan plastik yiizeylere yapisabilme 0Ozellikleri saglanmistir.
Mezenkimal kok hiicreler mezodermal germ tabakasina ait hiicrelere farklilasma

ozelligine sahip hiicrelerdir.

Calismamizda, hiicrelerin MKH karakterizasyonunda siklikla kullanilan
adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasiteleri analiz edilmistir. Bu amagla T25’
lik flasklara ekilen ve ¢ogaltilan 2. pasajdaki hiicrelerin adipojenik ve osteojenik

farklilasmalar1 morfolojik olarak analiz edilmistir.

Adipojenik farklilasma besiyerinde hem saglikli hem de ALL’li bireylerin
kemik iligi kaynakli MKH’leri morfolojik olarak benzer sekilde yag hiicresine
farklilagtigt goriilmiistiir. Ancak hasta ve saglikli bireyin adipojenik farklilagsma

kapasitelerinde anlaml1 bir fark olmadig1 gozlenmistir. (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Adipojenik farklilagsma deneyine ait mikroskop goriintiileri. Saglikl bireylerin yag hiicre
morfolojisine sahip MKH’leri (4x) (a), Saglikli bireylerin MKH’lerinin Oil Red O boyasi
ile boyanmig yag vezikiilleri (4x) (b) ve ALL’li bireylerin yag hiicre morfolojisine sahip
MKH’leri (c), ALL’li bireylerin MKH’lerinin Oil Red O boyasi ile boyanmis yag
vezikiilleri (4x) (d)

Kemik hiicrelerine farklilasmasi istenen hiicreler T25’lik flasklara ekildikten
ve flaskin yiizeyini tamamen kaplamalar1 saglandiktan sonra osteojenik farklilagma
besiyeri eklenmistir. Bu siirecte ayrica osteojenik medyumla besiyeri degisimi de
yapilmistir. Yirmi bes giin sonunda morfolojik analiz elde etmek amaciyla kemik
hiicresine farklilagsmasi beklenen hiicreleri igeren flasklar Alizarin Red boyasi ile
boyanmistir. Boyamadan 6nce ve sonra inverted mikroskop goriintiileme sistemi ile
fotograflar ¢ekilerek farklilasmasi beklenen hiicreler gdzlenmistir. Iki grup arasinda
osteojenik farklilasma agisindan fark saptanmamistir. Mikroskop ile yapilan
morfolojik gbézlem sonucunda kemik hiicresine farklilasan hiicreler (Sekil 4.2. a, ¢)
ve kalsiyum birikintilerinin Alizarin Red boyasi ile boyandigi gozlenmistir (Sekil
4.2. b, d).
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Sekil 4.2. Osteojenik farklilagma deneyine ait mikroskop goriintiileri. Saglikli bireylerin kemik
hiicresine farklilasmis MKH’leri (4x) (a), Saglikli bireylerin Kemik hiicresine farklilagmis
MKH’lerinin Alizarin Red boyasi ile boyanmis kalsiyum birikintileri (10x) (b) ALL’li
bireylerin kemik hiicresine farklilasmis MKH’leri (4x) (c), ALL’li bireylerin kemik

hiicresine farklilagmis MKH’lerinin Alizarin Red boyasi ile boyanmis kalsiyum birikintileri
(10x) (d)

4.3. Blastik T Hiicrelerin Flow Sitometri ile Analizi

Calismamiza dahil ettigimiz 2 T-ALL hastasinin kemik iligi mononiikleer
hiicrelerinden EasySep™ T Hiicre izolasyon kiti ve magneti ile yapilan blastik T
hiicre izolasyonu sonrasi elde edilen hiicre popiilasyonu FCM ile analiz edilmistir.
Ik olarak izolasyonun ne kadar verimli oldugunu ve hiicre popiilasyonunu
belirlemek i¢in analiz yapilmistir. FS/SS grafigindeki sonuca gore izole edilen hiicre
popiilasyonlarinin yaklasik %97-94’ iinii T hiicreler olusturmaktadir (Sekil 4.3.a). Bu
hiicrelerin ayrica CD3, CD4, CD7 ve CD8 ekspresyonlar1 (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) da

incelenmistir.
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Sekil 4.3. Mononiikleer hiicrelerden izole edilen blastik T hiicrelerin flow sitometrik analiz grafikleri.
a) Izole edilen tiim hiicrelerin FS/SS grafiginde diistiigii alanin belirlenmesi ve T hiicrelerin
bulundugu alanin kapilanmasi. b) Kapilanan alan igerisinde yer alan T hiicrelerin yiizey

belirteglerine gore ayrilmasi.

Totalde yaklagik 10 000 hiicre sayilarak ylizdece oranlar1 belirlenmistir.
Grafige gore CD3 (-), CD4 (-) hiicreler % 1,3; CD3 (+), CD4 (-) hiicreler %9,4 ;
CD3 (+), CD4 (+) hiicreler %22,5; CD3 (-), CD4 (+) hiicreler %66,8 oranindadir.
%66,8 oraninda CD3 (-), CD4 (+) olan hiicreler T hiicre gelisim basamaklarinin daha
immatiir evrelerinde kalmis klonal ¢ogalma gosteren lenfoblastlardir. Ayrica %9,4

oraninda CD3 (+), CD4 (-) olan hiicreler de artig gosteren bir bagka klonal T hiicre

grubudur.
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Sekil 4.4. T hiicrelerin yiizey belirteclerine gore FCM ile analizi.
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T hiicre olgunlasma basamaklarinin heniiz basindan itibaren eksprese olan
antijen CD7°dir. Maturasyon devam ettikce CD4, CD3 ve CDS yiizey antijenleri de
olusur. Sonuglarimiza gore elde ettigimiz T hiicrelerin yaklasik %98’si CD3, CD4,
CD7 ve CD8 antijenlerini eksprese etmektedir (Sekil 4.4).

4.4. Flow Sitometri ile Apoptoz Tayinine Iliskin Bulgular

Calismamiz i¢in ALL hastalarinin ve saglikli bireylerin MKH’lerinin blastik
hiicrelerle kokiiltiirii gergeklestirilmis olup hem saglikli bireyler hem de hastalar i¢in
araya membran koyarak ve membran koymadan (membransiz) hiicrelerin
kokiiltiirleri degerlendirilmistir. Ayrica kontrol olarak sadece MKH’ler ve sadece
lenfositler kiiltiire edilmislerdir. Kokiiltiire edilen gruplarin 96 saat sonundaki

apoptozis oranlart FCM ile analiz edilmistir.

Karsilagtirmalar; hasta-saglikli, membranli-membransiz ve kontrol seklinde
yapilmistir. Flow sitometrik analiz sonucu elde edilen yiizde oranlari ayrica

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirmeler 3 faktor arasinda ‘Canli Hiicre Orani (1. bolge)’, ‘Erken
Apoptotik Hiicre Oran1 (2. Bolge)’, ‘Ge¢ Apoptotik Hiicre Oran1 (3. Bolge)’, ve
‘Toplam Apoptotik Hiicre Orani (2.,3. Bolgeler toplami1)’ agisindan yapilmis olup su
sekildedir:

Faktor 1: Membranhi kokiiltiir, Membransiz kokiiltiir ve Kontrol lenfositler arasi
karsilastirma
Faktor 2: Hasta ve Saglikli bireyler aras1 karsilastirma

Faktor 3: T-ALL ve B-ALL’li hastalar aras1 karsilastirma

4.4.1. Hasta ve Saghkh Bireylerin Membranlh-Membransiz Kokiiltiirleri

Sonrasi Flow Sitometrik Analiz Bulgular:
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8 hasta (2 T-ALL, 6 B-ALL) ve 6 saglikli bireyin membranli ve mebransiz
olarak kiiltiire edilen 6rnekleri FCM’de degerlendirilmistir. Annexin V/PI ile yapilan
apoptozis tayin yontemi sonucu elde edilen grafikler canli hiicreler, erken apoptotik

hiicreler, gec apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicrelerin yiizdelerini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Annexin V-FITC/PI apoptozis kiti ile ALL’1

i hastalarin blastlarinin apoptozis oranlarinin

flow sitometrik olarak belirlenmesi. A) T-ALL’li bir hastanin MKH’leri {izerine membran

koyulmadan direk (hiicre-hiicre temasi olacak sekilde) 1:1 oraninda eklenen blastlarin

apoptozis oranlari. B) T-ALL’li bir hastanin

MKH? leri lizerine membran koyularak (hiicre

hiicre temasi olmadan) 1:1 oraninda eklenen blastlarin apoptozis oranlar1 C) Saglikli

bireyin MKH’lerinin ayn1 hastanin blastlariyla 1:1 oraninda membran koyulmadan

kokiiltiire edilmesi sonucu blastlarin apoptozis orani1 D) Saglikli bireyin MKH’lerinin ayn1

hastanin blastlartyla 1:1 oraninda membran koyularak kokiiltiire edilmesi sonucu blastlarin
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apoptozis orani. E) T-ALL’li bir hastanin kontrol blastlarin apoptozis oranlari
Sekil 4.5 ve 4.6’ da goriildigli gibi hasta ve saglikli bireylerin kokiiltiirleri
arasinda Onemli bir fark goriilmemesine karsin membranli ve membransiz olarak

kokiiltiire edilen ornekler arasinda apoptozise gitmeleri acisindan fark vardir.

Membransiz olarak kiiltire edilen blastik T hiicrelerin apoptozise
gitmediklerini ¢ok yiiksek oranda (% 95.4, % 98.2) canli kaldiklarini, (Sekil 4.5. A,
C) bunun yanisira membranli olarak MKH’lerle temasi olmayan blastik hiicrelerin

daha ¢ok apoptozise gittigini (%51.9, % 70,8) sOyleyebiliriz (Sekil 4.5. B, D) .

Hasta ve saglikli bireylerin MKH’lerinin blastik hiicrelerin apoptozu
acisindan 6nemli bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Kontrol amactyla ekilen
blastlarin apoptozis oranlarida membran {izerindeki blastlarla yaklasik olarak
benzerdir.Ancak yine de kokiiltiirde yer alan blastlarin apoptozis oranlarinin daha

fazla oldugunu soyleyebiliriz (Sekil 4.5. E).
B-ALL’li hastalar i¢cin hem saglikli hasta bireyler arasinda hem de membranl

membransiz kokiiltlirler arasinda Onemli bir fark goriilmemistir. Tiim hasta ve

donorler i¢in elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
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Sekil 4.6. Annexin V-FITC/PI (AV/PI) apoptoz kiti ile ALL’li hastalarin blastlarinin apoptozis
oranlarmin flow sitometrik olarak belirlenmesi. A) B-ALL’li bir hastanin MKH” leri
iizerine membran koyulmadan direk (hiicre-hiicre temasi olacak sekilde) 1:1 oraninda
eklenen blastlarin apoptozis oranlari. B) B-ALL’li bir hastanin MKH’leri iizerine membran
koyularak (hiicre hiicre temas1 olmadan) 1:1 oraninda eklenen blastlarin apoptozis oranlari
C) Saglikli bireyin MKH’lerinin ayn1 hastanin blastlariyla 1:1 oraninda membran
koyulmadan direk kokiiltiire edilmesi sonucu blastlarin apoptozis oran1 D) Saglikl bireyin
MKH’lerinin ayni hastanin blastlariyla 1:1 oraninda membran koyularak kokiiltiire edilmesi

sonucu blastlarin apoptozis orani. E) B-ALL’li bir hastanin kontrol blastlarin apoptozis
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oranlari
4.5. Flow Sitometri ile Apoptozis Tayini Sonucu Elde Edilen Verilerin

Istatistiksel Analizlerine liskin Bulgular

4.5.1. Faktor 1, 2 ve 3’ de ki Degerlerin Ge¢ Apoptotik Hiicreler Orani

Acisindan Karsilastirilmasi

Faktor 1’ e ait gruplarda gec apoptozis (3 numarali bolge) degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir (2= 9.057; p=0.011). Ikili
karsilagtirmalar sonucunda, yalnizca membransiz ve membranl kiiltiirler arasinda
anlamli diizeyde fark oldugu tespit edilmistir (p=0.008). Membranli grupta elde
edilen apoptotik oranlar membransiz grupta elde edilen degerlerden yiiksektir (Tablo

4.2).

Benzer sekilde, belirlenen diger faktorlerde (Faktor 2 ve Faktor 3) gec
apoptotik hiicre oranlarinin karsilastirilmas: sonucunda gruplar arasiinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (sirasiyla, z= 2.090; p=0.037 ve z=
3.322; p=0.001).

Hastalar i¢in belirlenen ge¢ apoptotik hiicre oranlarinin ortancasi 4.7 (min=
0.0; mak= 46.1) iken saglikli grup i¢in ortanca deger 20.7 (min= 0.0; mak= 68.0)’
dir. Faktor 3 icin T ALL hasta grubunda elde edilen 3. bolge degerleri, B ALL hasta
grubunda elde edilen degerlerden daha yiiksek bulunmustur.
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Tablo 4.2. Belirtilen faktorlerde geg apoptotik hiicre oranlarina ait sonuglar (M’siz:

Membransiz, M’li: Membranli).

3. Bolge (geg apoptoz) Test istatistigi
n min; mak Ortanca Ort+SS x5 z P
Faktor 1
M siz* 29 0.1;31.4 4.5 6.5+7.1
M Ii* 29 0.0; 68.0 315 27.6+£21.2 x?=9.057 0.011
Lenfosit 11 0.0; 39.7 19.0 15.4+14.6
Faktor 2
Hasta 41 0.0; 46.1 4.7 12.2+14.4
z=2.090 | 0.037
Sagliklt 28 0.0; 68.0 20.7 23.5+21.3
Faktor 3
TALL 32 0.1;68.0 27.0 25.4+21.3
B z=3.322 | 0.001
37 0.0; 334 4.1 9.3+10.7
ALL
*p=0.008

Membransiz olanlarda, hasta ve sagliklilara ait gec¢ apoptotik hiicre oranlari
benzerdir (z= 0.917; p=0.377). T ALL i¢in ge¢ apoptotik hiicre oranlari ortancasi 3.7
(min= 0.1; 10.1), B ALL igin ise 6.1 (min= 1.6; mak= 31.4)’ tiir (Tablo 4.3).
Membransiz olanlarda Faktor 3 gruplarinda sonuclar benzerlik gostermektedir (z=

1.943; p= 0.051).

Membranli olanlarda, hasta bireylerin ge¢ apoptotik hiicre oranlari saglikli
bireylerden daha diisiik bulunmustur (z= 2.315; p=0.020). Benzer sekilde, B ALL
olanlar i¢in elde edilen ge¢ apoptotik hiicre oranlart T ALL i¢in elde edilen geg
apoptotik hiicre oranlarindan anlamli diizeyde diisiiktiir (z= 4.500; p<0.001).

Lenfosit grubunda, T ALL ile B ALL ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark vardir (z= 2.268; p=0.024). Lenfosit olanlarda T ALL
ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 27.2 (min= 19.1; mak= 39.7), B ALL gec¢ apoptotik

hiicrelerin ortancasi 3.0 (min= 0.0; mak= 29.7)’ dir.
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Tablo 4.3. Faktor 1 gruplarinda diger faktorlerde geg apoptotik hiicre oranlarina ait sonuglar
(M’s1z: Membransiz, M’l1: Membranl).

3. bolge Test istatistigi
Faktor 1 n min; mak Ortanca | Ort£SS z P
Faktor 2
Hasta 15 0.6;9.7 3.4 43+3.0
0.917 0.377
Saglikl 14 0.1;31.4 6.5 8.9+9.4
M s1z
Faktor 3
T ALL 14 0.1;10.1 3.7 3.9+3.4
1.943 0.051
B ALL 15 1.6;31.4 6.1 9.0+8.8
Faktor 2
Hasta 15 0.0; 46.1 13.4 17.7£17.9
2.315 0.020
Saglikli 14 0.0; 68.0 43.1 38.1+19.9
M
Faktor 3
TALL 14 31.5;68.0 45,5 46.0+9.5
4.500 <0.001
B ALL 15 0.0; 33.4 4.1 10.3£12.6
Faktor 3
Lenfosit TALL 4 19.1; 39.7 27.2 28.349.4
2.268 0.024
B ALL 7 0.0; 29.7 3.0 8.0+11.7

Membransiz olup hasta olanlarda, T ALL ile B ALL sonuglar1 benzerdir (z=

0.915, p=0.412). Membransiz olup saglikli olanlarda ise T ALL i¢in elde edilen geg

apoptotik hiicre oranlart B ALL icin elde edilen degerlerden anlamli diizeyde

diistiktiir (z= 2.828; p=0.002). Membranli olup hasta olanlarda ve membranli olup

saglikli olanlarda faktor 3 gruplar i¢in elde edilen degerler farklidir (p<0.05) (Tablo

4.4).
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Tablo 4.4. Faktor 1 ile Faktor 2 gruplarinda Faktor 3 ge¢ apoptotik hiicre oranlarina ait

sonuclar (M’ siz: Membransiz, M’li: Membranli).

Faktor | Faktor 3. bolge Test istatistigi
1 2 n min; mak  Ortanca Ort+SS z P
Faktor 3
Hasta TALL 4 0.6; 6.5 3.3 3.443.2
0.915 0.412
B ALL 11 1.6;9.7 3.4 4.7+£3.0
M siz Faktor 3
TALL 10 0.1;10.1 3.7 4.0+£3.6
Saglikli
11.2; 2.828 0.002
B ALL 4 20.7 21.0+£8.3
314
Faktor 3
31.5;
Hasta TALL 4 41.9 40.4+6.7
46.1 2.752 0.003
B ALL 11 0.0;334 41 9.5+12.5
Ml
Faktor 3
32.0;
Saglikli | T ALL 10 48.4 48.349.8
68.0 2.832 0.002
B ALL 4 0.0;26.0 @ 12.2 12.6+14.5

4.5.2. Faktor 1, 2 ve 3’ deki Degerlerin Erken Apoptotik Hiicreler Oram

Acisindan Karsilastirilmasi

Faktor 1 gruplarinda erken apoptozis (2.bdlge) oranlar1 benzer iken diger

faktor gruplarinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.5). Hasta bireylere ait

erken apoptotik hiicre oranlart saglikli bireylere ait oranlardan yiiksektir (z= 4.192;
p<0.001).
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Tablo 4.5. Belirtilen faktorlerde erken apoptotik hiicre oranlarina ait sonuglar (M’ siz:

Membransiz, M’l1: Membranli).

2. bolge (erken apoptoz) Test istatistigi
n min; mak Ortanca Ort+SS v% z P
Faktor 1
M siz 29 0.9; 64.1 30.8 29.7£22.5
Mh 29 2.8;88.9 34.2 35.5423.2 x’= 2.347 0.309
Lenfosit 11 6.7; 81.5 42.9 43.2424.2
Faktor 2
Hasta 41 3.3;88.9 43.3 43.8+22.4
z=4.192 <0.001
Saglikli 28 0.9;52.8 16.9 20.3+16.5
Faktor 3
TALL 32 0.9;64.1 8.3 16.3£16.1
z=6.125 <0.001
B ALL 37 23.6; 88.9 45.4 49.9+16.0

Membransiz, Membranli ve Lenfosit gruplarinda hem faktér 2 hem de faktor
3 gruplarina ait degerler anlamli diizeyde farklilik gostermektedir (p<0.05) (Tablo
4.6).
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Tablo 4.6. Faktor 1 gruplarinda diger faktorlerde erken apoptotik hiicre oranlarina ait

sonuclar. (M’ s1z: Membransiz, M’l1i: Membranl1)

2. bolge Test istatistigi
Faktor 1 n min; mak Ortanca Ort+SS z P
Faktor 2
Hasta 15 3.3;64.1 43.1 40.5+19.9
2.619 0.008
Saglikli 14 0.9;52.8 7.8 18.1£19.7
M’siz
Faktor 3
T all 14 0.9;64.1 5.0 13.9420.3
3.383 <0.001
B all 15 23.6; 63.1 43.7 44.5+12.1
Faktor 2
Hasta 15 5.7; 88.9 45.4 47.6+24 .4
2.924 0.003
Saglikli 14 2.8;43.0 23.9 22.5+13.0
M’ 1
Faktor 3
TALL 14 2.8;34.2 16.9 16.8+10.4
4.561 <0.001
B ALL 15 34.2; 88.9 45.4 52.9+17.4
Faktor 3
Lenfosit | T ALL 4 6.7; 42.9 20.7 22.7+18.3
2.273 0.024
B ALL 7 35.8; 815 50.9 54.8+19.3

Membransiz olup hasta olanlarda T ALL ile B ALL sonuglariin farkl

olmadig1 tespit edilmistir (z= 0.327; p=0.753). Diger durumlarda anlamli fark
belirlenmistir (p<<0.05; Tablo 4.7).

Membranli olup hasta olanlarda T ALL grubunda belirlenen erken apoptotik

hiicre oranlar1 B ALL grubunda belirlenen sonuglardan anlamli diizeyde diistiktiir (z=

2.810; p=0.001).
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Tablo 4.7. Faktor 1 ile Faktor 2 gruplarinda Faktor 3 erken apoptotik hiicre oranlarina ait

sonuclar (M’ siz: Membransiz, M’li: Membranli).

2. bolge Test istatistigi
Faktor 1 Faktor 2 n min; mak Ortanca Ort+SS z P
Faktor 3
Hasta TALL 4 3.3;64.1 29.0 31.4+32.5
0.327 0.753
B ALL 11 23.6;63.1 | 43.1 43.9£13.9
M siz
Faktor 3
Saglikli TALL 10 0.9; 234 5.0 6.9+7.3
2.828 0.002
B ALL 4 39.1;52.8 | 46.6 46.3+6.1
Faktor 3
Hasta TALL 4 5.7;34.2 17.0 18.5+14.9
2.810 0.001
M1 B ALL 11 34.2;88.9 55.9 58.1£17.5
1
Faktor 3
Saglikli TALL 10 2.8;26.9 16.9 16.1£9.0
2.828 0.002
B ALL 4 34.7;43.0 38.1 38.5+4.2

4.5.3. Faktor 1, 2 ve 3’ de ki Degerlerin Toplam Apoptotik Hiicreler

Orani Acisindan Karsilastirilmasi

Hasta ve saglikli bireylerde toplam apoptotik hiicrelerin (2. ve 3. bolgeler)
oranlar1 benzerdir (z= 1.466; p=0.143) (Tablo 4.8).

Faktor 1 gruplarinda anlamli fark olugu tespit edilen toplam apoptotik
hiicreler orani agisindan memransiz ve membranli gruplarda farklilik gosterdigi
belirlenmistir (p=<0.001). Diger ikili karsilastirmalar sonucunda anlamli fark

olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

T ALL grubunda toplam apoptotik hiicre oranlar1t B ALL grubuna gore
anlaml diizeyde daha diisiiktiir (z= 2.352; p=0.019)
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Tablo 4.8. Belirtilen faktorlerde toplam apoptotik hiicre oranlarina ait sonuglar (M’ siz:

Membransiz, M’l1: Membranli).

2. ve 3. Bolge (toplam apoptoz) Test istatistigi
n min; mak Ortanca Ort+SS v% z P
Faktor 1
M siz* 29 1.2, 705 40.5 36.2+25.6 ,
M Ii* 29 38.3;89.0 65.8 63.0£13.0 r= <0.001
16.966
Lenfosit 11 29.1;85.3 53.2 58.5+19.5
‘ Faktor 2
Hasta 41 3.9;89.0 57.4 56.0+£19.7
z=1.466 0.143
Sagliklt 28 1.2;75.9 57.7 43.8+£27.2
‘ Faktor 3
T ALL 32 1.2;82.6 51.4 41.6£27.9
z=2.352 0.019
B ALL 37 27.0; 89.0 62.3 59.2+154
*p<0.001

Membransiz olanlarda T ALL ile B ALL sonuglar1 farklilik gdstermektedir
(z=3.491, p<0.001). T ALL igin toplam apoptotik hiicre oranlari ortancas1 9.2 iken B
ALL i¢in bu deger 55.6° dir (Tablo 4.9). Membransiz, membranli ve lenfosit
olanlarda Faktor 2 ve Faktor 3 gruplarinda sonuglar anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0.05).
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Tablo 4.9. Faktor 1 gruplarinda diger faktorlerde toplam apoptotik hiicre oranlarina ait

sonuclar (M’ siz: Membransiz, M’li: Membranli).

2. ve 3. Bolge Test istatistigi
Faktor 1 n min; mak Ortanca Ort+SS z P
Faktor 2
Hasta 15 3.9;69.9 52.0 44.8420.5
1.571 0.123
Saglikli 14 1.2; 70.5 13.6 27.0£27.9
M si1z
Faktor 3
TALL 14 1.2;69.9 9.2 17.7£22.3
3.491 <0.001
B ALL 15 27.0; 70.5 55.6 53.5+13.6
Faktor 2
Hasta 15 38.3; 89.0 66.8 65.3+£13.6
0.873 0.400
M1 Saglikli 14 39.7;75.9 60.6 60.6+12.3
1
Faktor 3
TALL 14 39.7;75.9 64.7 62.8+£10.6
0.175 0.880
B ALL 15 38.3; 89.0 66.1 63.2+15.3
Faktor 3
Lenfosit | T ALL 4 29.1; 82.6 46.2 51.0£23.2
1.134 0.315
B ALL 7 37.7;85.3 62.3 62.8+17.5

Membransiz olup saglikli olanlar i¢in Faktér 3 gruplarina ait degerlerde
anlamli fark oldugu belirlenmistir (z= 2.828; p= 0.002) (Tablo 4.10). Diger
durumlarda elde edilen degerler arasinda farklar istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0.05).
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Tablo 4.10. Faktor 1 ile Faktor 2 gruplarinda Faktor 3 toplam apoptotik hiicre oranlarina ait

sonuclar (M’ siz: Membransiz, M’li: Membranli).

2. ve 3. bolge Test istatistigi
Faktor 1 | Faktor 2 n min; mak | Ortanca Ort+SS z P
Faktor 3 ‘
Hasta TALL 4 3.9;69.9 32.6 34.8+35.6
0.261 0.851
B ALL 11 27.0;64.8 | 52.0 48.5+12.4
M siz
Faktor 3 ‘
Saglikli TALL 10 1.2;33.5 9.2 10.9+10.6
2.828 0.002
B ALL 4 64.0; 705 | 67.2 67.2+£3.0
Fakior 3 |
Hasta T ALL 4 50.8;66.8 @ 58.8 58.8+8.6
1.568 0.138
B ALL 11 38.3;89.0  70.0 67.6+14.6
Ml
Faktor 3 ‘
Saglikli TALL 10 39.7,759 | 65.8 64.4£11.2
1.697 0.106
B ALL 4 41.0;61.2 | 51.0 51.1£10.5
4.5.4. Faktor 1, 2 ve 3’ deki Degerlerin Canh Hiicreler Oram Agisindan
Karsilastirilmasi

Faktor 1 ile Faktor 3 gruplarinda canli hiicre (1. Bolge) oranlarinin anlamh

diizeyde farklilik gosterdigi belirlenmistir (sirastyla 2= 18.263; p<0.001 ve z= 1.991;
p=0.046) (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Belirtilen faktorlerde canli hiicre oranlarma ait sonuglar (M’ si1z: Membransiz,

M’l1i: Membranli).

1. Bolge (canli hiicreler) Test istatistigi
n min; mak Ortanca Ort+SS %z P
Faktor 1
M siz* 29 29.1; 98.5 56.0 62.24+25.2
M Ir* 29 10.7; 61.7 31.9 34.6+13.4 °=18.263 | <0.001
Lenfosit 11 14.2; 69.6 46.1 40.4+19.2
Faktor 2
Hasta 41 10.7; 95.7 41.3 42.6+19.6
7=1.332 0.183
Saglikli 28 19.0; 98.5 39.3 53.8427.7
Faktor 3
TALL 32 16.8; 98.5 457 55.8425.8
z=1.991 0.046
B ALL 37 10.7; 71.5 35.8 39.7+15.3
*p<0.001

Membransiz olanlarda hasta ve saglikli bireylerin canli hiicre oranlar1 benzer

iken T ALL grubunda elde edilen degerler B ALL grubu i¢in elde edilen degerlerden

anlamli diizeyde yiiksektir (sirasiyla, z= 1.484; p= 0.146 ve z= 3.492; p<0.001)

(Tablo 4.12).

Membranli olanlar i¢in hasta ve saglikli gruplarinda canli hiicre oranlari

farklilik gostermemektedir (z=0.611; p=0.561). Benzer sekilde, T ALL ve B ALL

icin degerler arasinda fark yoktur (z= 0.218; p=0.847).
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Tablo 4.12. Faktor 1 gruplarinda diger faktorlerde canli hiicre oranlarina ait sonuglar

1. Bolge Test istatistigi
Faktor 1 n min; mak | Ortanca Ort+SS z P
Faktor 2
Hasta 15 29.2;95.7 | 46.7 53.8420.5
1.484 0.146
Saglikli | 14 29.1;985 | 84.3 71.3+£27.2
M siz
Faktor 3
TALL 14 29.2;985 | 87.9 80.5+£22.1
3.492 <0.001
B ALL 15 29.1; 715 | 439 4524129
Faktor 2
Hasta 15 10.7;61.7 | 30.9 33.1+13.4
0.611 0.561
M1 Saglikli | 14 19.0;59.0 @ 359 36.2+13.6
1
Faktor 3
TALL 14 19.0;58.5 315 33.5+10.9
0.218 0.847
B ALL 15 10.7;61.7 | 32.1 35.7£15.6
Faktor 3
Lenfosit | T ALL 4 16.8;69.6 | 51.1 471422 .4
0.945 0.412
B ALL 7 14.2;62.3 | 36.5 36.6£17.8

Membransiz olup saglikli olanlarin T ALL grubunda canli hiicre oranlarina
ait ortanca 87.9, B ALL grubunda canli hiicre oranlar1 ortancast 32.0” dir (z= 2.832;
p=0.002). Membransiz olup hasta olanlarin, Membranli olup hasta olanlarin ve

saglikli olanlarin Faktor 3 gruplarinda karsilastirilmalari sonucunda gruplardaki

farkliliklar anlamli degildir (p>0.05, Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. Faktor 1 ile Faktor 2 gruplarinda Faktor 3 canli hiicre oranlarina ait sonuglar.

1. Bolge Test istatistigi
Faktorl Faktor2 n min; mak | Ortanca Ort+SS z P
Faktor 3
Hasta TALL 4 292,957 | 66.7 64.6£35.9
0.261 0.851
B ALL 11 34.4;715 @ 46.7 49.9+11.8
M siz
Faktor 3
Saglikli TALL 10 64.2;98.5 @ 87.9 86.9+10.9
2.832 0.002
B ALL 4 29.1; 358 @ 32.0 32.243.0
Faktor 3
Hasta TALL 4 30.9;452 380 38.0+7.7
1.306 0.226
M1 B ALL 11 10.7;61.7 | 29.6 31.4+14.9
Faktor 3
Saglikli TALL 10 19.0;58.5 | 29.9 31.6+11.8
1.982 0.054
B ALL 4 35.5;59.0 @ 483 47.8+11.9

Membransiz olanlarda hasta ve saglikli bireylerin canli hiicre oranlar1 benzer
iken T ALL grubunda elde edilen degerler B ALL grubu i¢in elde edilen degerlerden
anlaml diizeyde yliksektir (sirasiyla, z= 1.484; p= 0.146 ve z= 3.492; p<0.001)
(Tablo 4.12).

Membranli olanlar i¢in hasta ve saglikli gruplarinda canli hiicre oranlar
farklilik gostermemektedir (z=0.611; p=0.561). Benzer sekilde, T ALL ve B ALL
icin degerler arasinda fark yoktur (z= 0.218; p=0.847).

4.6. Immunositokimya

Membranli ve membransiz olarak kokiiltiire edilen MKH’ler B-katenin

ekspresyonu agisindan degerlendirilmis olup hasta ve saglikli bireyler arasinda fark
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oldugu belirlenmistir. Normalde sitoplazmada ya da hiicre membraninda bulunan,
yolagin aktif olmasi durumunda niikleusa gegen [B-katenin’in membransiz olarak
kokiiltiire edilen MKH’lerde niikleusa gectigi goriilmiistiir (Sekil 4.7.a,b). Sadece
hasta birey MKH’lerinde eskpresyon yeri acisindan fark saptanmistir. Membranh
kokiiltiirlerde ise hem hasta hem de saglikli bireylerin MKH’lerinde B-katenin’in
sitoplazmik eskpresyonu goriilmiistiir. Immun boyama DAB (,3'-diaminobenzidine)
ile yapilmistir. Nukleustaki ekspresyonun goriilebilmesi i¢in hematoksilen ile

boyama yapilmamustir.

Sekil 4.7. B-katenin immunositokimya ¢alismasinin DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni ile
boyandiktan sonraki mikroskop goriintiileri. A) ALL’li bireyin membransiz kokiiltiiriinde
bulunan MKH’lerde B-katenin’in nukleusta ekspresyonu (Isik mikroskopu, 10x), B) Ayni
ornegin invert mikroskopta goriintiilenmesi 40x, C) ALL’li bireyin membranli kokiiltliriinde
yer alan MKH’lerde B-katenin’in sitoplazmik ekspresyonu (invert mikroskop, 4x) D)
Saglikli bireyin membransiz kokiiltiirinde bulunan MKH’lerde -katenin’in sitoplazmik

ekspresyonu (invert mikroskop, 4x)
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Ayrica ey zamanli olarak MKH’lerde apoptozis  gerceklesip
gerceklesmedigini gormek, apoptozisin WNT sinyal yolagiyla baglantisi olup
olmadigmi anlamak amaciyla Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 proteinleri igin de
immunositokimya yapilmistir. Membranli ve membransiz Ornekler arasinda bu
proteinlerin ekpresyonlart agisindan farkliliklar oldugu gozlenmistir. Kantitatif

olarak bir 6l¢lim yapilmamustir.

a) 7> g s | b

e

Sekil 4.8. MKH’lerde Bax’in immunositokimyasal olarak boyanmis goriintiileri (invert mikroskop

4x). a) Membranli kokiiltiire olmus MKH” ler b) Membransiz kokiiltiire olmus MKH’ler.

Bax ekspresyonun genel olarak membranli hiicre gruplarinda daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8). Wnt sinyal yolaginin aktif oldugu membransiz
hiicrelerin  aksine apoptotik mekanizmalarda gorev alan bu proteinlerin
ekspresyonlarinin hasta bireylerin membranli hiicre gruplarinda daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Saglikli bireylerin membranli-membransiz  kokiiltiirlerindeki

MKH’ler arasinda bu proteinin ekspresyonu agisindan 6nemli bir fark goriilmemistir.
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Sekil 4.9. MKH’lerde Kaspaz 3 (a,b) ve Bcl-2’nin (c,d) immunositokimyasal olarak boyanmus
goriintileri (invert mikroskop 4x). a,c) Hasta bireyin membranli kokiiltiire olmusg

MKH’leri b,d) Hasta bireyin membransiz kokiiltiire olmus MKH’leri.

Apoptozisde antiapoptotik olarak gorev alan proteinlerden biri olan Bcl-2’
nin hasta orneklerinde daha yiiksek oranda ekspresyon gosterdigi goriilmistiir (Sekil
4.9.c,d). Kaspaz 3 eskpresyonunun ise yine hasta Orneklerinde daha fazla oldugu
saptanmistir (Sekil 4.9.a,b). Bax ile benzer sekilde hasta bireylerin membranl

orneklerinde ekspresyonun daha fazla oldugu kantitatif olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan c¢aligmalarla kanserin ilerleme silirecinde timor
mikrogevresinin olduk¢a 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Kemik iligi mikrogevresi,
hematopoez i¢in bir¢ok sitokin, kemokin ve biiylime faktoriiniin salgilandigi dinamik
bir mikrocevredir. Boyle bir mikrogevre, kanser hiicresinin oraya yerlesmesi ve
sagkalimi i¢in uygun bdlge olmasina izin verir. Kanser hiicresinin stromal
mikrogevreyle etkilesimi sonucu stromal hiicrelerin fizyolojik bariyer fonksiyonlar
hasar gorerek kanser hiicrelerinin invaziv ve metastatik ozellikler kazanmasina sebep
olur. Bir¢ok solid kanserde siklikla kemik iligi metastazi gérmemizde bu durumu
destekler niteliktedir.

Losemide kemik iligindeki hiicre sayis1 ve igerigi degistiginden mikrogevreye
salian sitokinler ve biiyiime faktorleri de degisir. Ancak heniiz bu degisimin nasil
gerceklestigi tam olarak bilinmemektedir. Mikrogevredeki degisimler sonucu mu
akut 16semi meydana gelir yoksa baska bir degisim mi l6semiye neden olur hala

yanitlanmay1 bekleyen sorulardir (6).

Losemi gibi  kemik iligi mikrogevresinin bozuldugu hastaliklarda
mikrogevrede yer alan stromal hiicreler ve blastlarin etkilesimleri blastlarin
sagkalimina ve tedaviye direncli hale gelmelerine sebep olabilmektedir. Kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerinin apoptozisi engelleyerek blastlarin sagkalimini artirdigi
diistiniilmektedir (120). Ancak bu etkiyi hiicre hiicre temas1 kurarak m1 yoksa farkli
bliylime faktorleri ve sitokinlerle mi gosterdikleri tam olarak bilinmemektedir.
Ayrica mikrogevrede etkili olan ¢esitli sinyal yolaklarininda stromal hiicreler

araciliiyla blastlarin sagkalimina etkisi oldugu diistiniilmektedir (121).

Tez calismamiz kapsaminda cocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semili
hastalarin ve saglikli vericilerin MKH’lerinin blastik hiicrelerin sagkalimi tizerindeki
etkilerini kokdiltlir calismalariyla arastirdik. Bu nedenle akut lenfoblastik 16semili
hastalarimizin yeni tani aninda alinmis kemik iligi 6rneklerinden blastlar1 ayrildi.

Blastlar, hastalarin ve saglikli vericilerin MKH’leriyle kokiiltiire ederek MKH’lerin
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blastlar {izerindeki apoptotik etkileri incelendi. Ayrica MKH’ lerin blastlarin
sagkalimimmda Wnt/B-katenin sinyal yolagi {izerinden bir etkisi olup olmadigini
arastirmak amaciyla B-katenin, Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 ile immunositokimya

calismalar1 gergeklestirildi.

Calismamizda ilk olarak kemik iligi Ornekleri alinan ¢ocukluk c¢agi ALL
hastalarinin ve saglikli vericilerinin mononiikleer hiicre izolasyonu yapilarak izole
edilen hiicreler kiiltiire edildi. Mononiikleer hiicrelerden MKH’ lere gegis i¢in
hiicreler pasaj 2’ ye getirildi. Pasaj 2’ de ki hiicrelerin MKH’ler oldugunu kanitlamak
icin morfolojik goriintiileri, osteoblastik ve adipojenik doniisiimleri incelendi. Hem
hasta hem de saglikli bireylerin MKH’leri arasinda adipojenik ve osteojenik

farklilasma acisindan bir fark goriilmedi.

Kokiiltiir igin T-ALL’li ve B-ALL’li hastalardan blastlar izole edildi. Tan1 an1
kemik iligi 6rnekleri oldugu icin yapilan flow sitometrik analizler sonucunda blast
oranlart yiiksek (%70-96) bulundu. Losemilerde tani aninda 16semik blast Sayisi
oldukca yiiksektir (122).

Izole edilen blastlar MKH’lerle kokiiltire edildi. MKH’lerin blastik
hiicrelerle 96 saatlik kokiiltiiriinlin ardindan membran {izerinde bulunan blastik
hiicreler ve membransiz kokiiltiire edilen blastik hiicreler toplandi ve flow sitometri
ile apoptotik analiz yapildi. Annexin V/PI ile yapilan flow sitometrik analiz
sonuglarina gore membranli ve membransiz kiiltiire edilen hiicre gruplar1 arasinda
apoptoza gitme agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii.
Membransiz kokiiltiire edilen hiicrelerin apoptoza gitmedigi daha ¢ok canli kaldig1
belirlendi. Toplam apoptotik hiicre oranlar1 incelendiginde kontrol ve B-ALL’ li
hiicre grubuyla kiyaslanan, membransiz kiiltire edilmis T-ALL’li hasta grubu
hiicrelerinin apoptoza gitme orani oldukg¢a diisiik bulundu. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda B-ALL’li hastalarin membransiz kokiiltiirlerindeki hiicrelerin
apoptoz orani da diisiik bulundu, ancak sonugclar istatistiksel olarak anlamli degildi.
Ayrica saglikli MKH’lerle membransiz kokiiltiire edilen T-ALL’li hastalarin
blastlarinin apoptoz orani ayni sekilde kiiltiire edilen B-ALL’li hastalarin blastlarinin
apoptoz oranindan diisiik bulundu. Ozellikle membransiz kiiltiir gruplarinda
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apoptozun diistik bulunmasi MKH’lerin hiicre hiicre temasi ile blastlarin
apoptozunda etkili oldugunu distindiirmistiir. Literatiirdeki birgok ¢aligsma
sonucumuzu destekler niteliktedir. Yapilan c¢alismalarda T-ALL’li blastlarin
sagkaliminda hiicre hiicre temasinin 6nemli oldugunu ve bunu blastlarin yiizeyindeki
16kosit fonksiyon-iligkili antijen 1(LFA-1)’ in stromal hiicrelerdeki hiicreigi adezyon
molekiilii (ICAM-1) ile baglanmasi sonucu yaptigini gostermislerdir (83, 123, 124).
Tartismali olarak baska bir c¢alismada ise T-ALL blastlarinin sagkaliminda
interlokinlerin anahtar rol oynadigi one siiriilmiistiir (125). Ancak sonug¢larimiz da
gosteriyor ki hiicre temast olmayan, membranli olarak kiiltiire edilen blastlarin
sagkalimimnda tek basmna sitokinler etkili degildir. Bu durum kemik iligi
mikrocevresinin blastlarin sagkaliminda kompleks ve dinamik aglar kullandigin1 ve

stromal hiicrelerle blastlarin etkilesimlerinin dnemli oldugunu ortaya koymaktadir.

Gecg apoptotik hiicreler agisindan yine membranli ve membransiz gruplar
arasinda anlaml fark tespit edildi. Membransiz gruptaki blastik hiicrelerde sagkalim
daha fazla iken membranli gruptaki blastlar daha ¢ok apoptoza gitmistir. Ayrica
apoptoza gitme siireci agisindan T-ALL’li ve B-ALL’li hastalarin blastik hiicreleri
arasinda da anlamh fark vardi. Ayni siiregte apoptoza giden hiicreler arasinda T-
ALL’li hastalarin blastik hiicrelerinin ¢gogu ge¢ apoptoz evresinde iken B-ALL’li

hastalarin blastlarinin erken apoptoz evresinde oldugu saptandi.

Flow sitometriyle apoptoz ¢alismalarinin ardindan hasta ve saglikli bireylerin
MKH’lerin de Wnt/B-katenin sinyal yolaginin anahtar molekiilii olan B-katenin’nin
hiicre i¢indeki eskpresyon seviyeleri belirlendi. Wnt sinyal yolaginin kanser dahil
birgok hastalikta bozuldugu gosterilmistir (126, 127). Kolorektal kanserler gibi solid
kanserlerde iyice aydinlatilmis olan yolagin hematolojik hastaliklardaki rolii hala
kesfedilmeyi beklemektedir. Ozellikle ALL hiicrelerinde Wnt yolagmin MKH’ler
tarafindan aktive edildigi ve bu yolagin aktivasyonunun blastlarin apoptozunda etkili
oldugu diistiniilmektedir. MKH’lerin gesitli Wnt ligandlarin1 eksprese ederek Wnt
sinyal yolagim aktive ettigi gosterilmistir (9). Calismamiz kapsaminda hasta ve
saglikli bireylerden alinan MKH’lerde B-katenin ekspresyonu agisindan fark oldugu
saptanmistir. Sitoplazmada bulunan, sinyal yoklugunda parcalanan B-katenin sinyal
varliginda ise nukleusa gecerek transkripsiyonu baglatir. Saglikli vericilerin
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MKH’lerinde sitoplazmik ekspresyon gosteren B-katenin hasta bireylerde niiklear
ekspresyon gosterdi. Nuklear ekspresyon gosteren hasta gruplarinda bu yolagin
aktive oldugu tespit edildi. Wnt sinyal yolaginda gorevli olan Frizzled proteininde
yapilan knockout calismalar1 sonrasinda anormal B hiicre gelisiminin saptandigi
yapilan caligmalarla da gosterilmistir (128). Hasta bireyler arasinda da membransiz
olarak kiiltiire edilen MKH’lerde niiklear ekpresyonun membranli olarak kiiltiire
edilen hasta MKH’lerinden daha fazla oldugu goriildi. Membransiz hiicre
gruplarinda Wnt/B-katenin sinyal yolagmin daha fazla aktive olmasi, blastlarin
sagkalimmin membransiz hiicre gruplarinda daha yiiksek olmast MKH’lerin
blastlarin apoptozunda Wnt/B-katenin sinyal yolagmi kullanimint dogrular

niteliktedir.

MKH’lerde B-katenin ekspresyonuyla birlikte apoptotik proteinlerden Bcl-2,
Bax ve Kaspaz 3’lin ekpsresyonlari immunositokimyasal yontemle belirlendi.
Literatiire bakildiginda genellikle blastik hiicrelerin sagkalimi ya da apoptozu
incelenmis ancak 16semide hem Wnt/B-katenin sinyal yolagimin ¢alisildigi hem de
MKH’lerin apoptozuna bakildig: ¢alismalara oldukga az rastlanmistir. Bu konudaki
bilgiler oldukca simnirli olmakla birlikte c¢alismamiz sonucunda membranlt ve
membransiz olarak kokiiltiire edilen MKH’lerde bu proteinlerin ekspresyonu
acisindan farklar oldugu saptandi. Ug proteinin ekspresyonunun zellikle membranli
olarak kokiiltiire edilen MKH’lerde daha fazla oldugu goriildii. Yapilan bir ¢alismada
hipoksik ortamda MKH’lerde Bax ve Bcl-2’nin ekspresyonlarinin arttigi
gosterilmistir (129). Baska bir ¢aligmada ise Wnt sinyal yolaginin apoptozisi
engelledigi bulunmustur (130). Karsit olarak triple negatif meme kanserli hastalarda
yapilan ¢aligmada Wnt sinyal yolaginin proliferasyonu ve farklilagmay1 inhibe ettigi
ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir (131). Membransiz kiiltiire edilen MKH’lerde
aktive olan Wnt/B-katenin sinyal yolaginin MKH’lerin apoptoza gitmelerini 6nlemis
olabilecegi, yolagin aktive olmadigi membranli hiicre gruplarinda ise apoptoza
onemli bir etkisi olmadigindan hiicrelerin daha fazla apoptoza gittikleri
diisiiniilebilir. Bax, Bcl-2 ve Kaspaz ekspresyonlarinin degismesi mitokondri aracili

(intrinsik) apoptoz yolaginin etkili oldugunu gostermektedir.
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Sonug olarak c¢alismamizda; akut lenfoblastik 16semili hastalarin ve saglikli
bireylerin MKH’lerinin, blastlarla kokiiltiire edildiginde, hiicre-hiicre temasinin
l6semik hiicrelerin sagkalim oranlarmi artirdigt ve apoptoz oranlarini diistirdigi
ortaya konmustur. Bu etkilesimde Wnt/B-katenin sinyal yolagi aracihi
mekanizmalarin etkili olabilecegi yoniinde pozitif bulgular elde edilmistir.

6. SONUC ve ONERILER

Tez galigmasi kapsaminda asagida siralanan sonuglara varilmistir:

v' Kemik iligi 6rneklerinden plastik yiizeye yapisabilen stromal hiicreler
gelistirildi ve in vitro da c¢ogaltildi. Cogaltilan hiicrelerin morfolojik
ozellikleri ve farklilasma potansiyelleri incelendi. Hiicrelerin igsi ve adezif
yapida oldugu, in vitro ortam Kkosullarinda adipojenik ve osteojenik
farklilasma potansiyeli tasidiklar1 gdsterildi. Bu hiicrelerin MKH’ ler oldugu

kanitlandi.

v Flow sitometride apoptozis tayini i¢in yapilan analizler sonucunda blastik
hiicrelerin apoptotik oranlar1 ve canli kalma oranlar1 belirlendi. Belirlenen bu
degerler istatistiksel olarak analiz edildi ve istatistiksel acidan anlaml: farklar

bulundu.

v Apoptozise giden toplam hiicre oranlar1 degerlendirildiginde; membransiz ve
membranli gruplar arasinda farklilik oldugu saptandi. Membransiz gruplarin
daha az oranda apoptozise gittigi blastik hiicrelerin ¢ogunun canli kaldigi

belirlendi.

v' Hasta ve saglikli bireylerde apoptoza giden toplam hiicre degerlerinin benzer
oldugu dolayisiyla MKH’lerin blastlarla etkilesimi agisindan, MKH nin hasta

ya da saglikli bireyden olmasi arasinda anlamli bir fark olmadigi saptandi.

v' T ALL’li hastalarin membransiz kiiltiirlerinde elde edilen toplam apoptotik

hiicre oranlar1 B ALL’ 1 hastalara gore anlamli diizeyde daha diisiik bulundu.
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Kokiiltiire edilen MKH’lerde B-katenin protein ekspresyonun olup olmadigin
gormek i¢in yapilan immunositokimya calismalar1 sonucunda hasta bireyler

ve saglikli bireylerde proteinin ekspresyonu agisindan fark bulundu.

Hasta bireylerin MKH’leri nukleusta p-katenin ekspresyonu gosterirken
saglikli  bireylerin MKH’lerinin sitoplazmada ekspresyon gosterdigi
belirlendi. Kantitatif olarak yapilan degerlendirmelerde niikleer ekspresyonun

membransiz hasta MKH’lerinde daha fazla oldugu gozlendi.

Antiapoptotik proteinlerden Bcl-2 ekspresyonu igin membranli ve
membransiz gruplar arasinda fark oldugu membranl ve hasta bireyden alinan

MKH’lerin daha yiiksek ekspresyon gosterdigi belirlendi.

Kaspaz 3 ve Bax ekspresyonlarinin, membranli olarak kokiiltiire edilen hasta
MKH’lerinde daha fazla, membransiz gruplarda ise daha az oldugu

saptanmistir.

Elde ettigimiz bu sonuglar; MKH’ lerin hiicre-hiicre kontagi kurarak ALL’ de
artan blastik hiicrelerin apoptozisini engelleyici etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Bu etkilerini de hasta bireylerin membransiz olarak kokiiltiire
edilen MKH’ lerinde aktive olan Wnt sinyal yolagiyla gerceklestirdigi
diisiiniilebilir. Bdylece blastik hiicrelerin mikrocevre kaynakli destegini
bozmak i¢cin Wnt sinyal yolagimin hedeflenmesi potansiyel bir terapotik
strateji olarak degerlendirilebilir. Fakat in vitro da yapilan deneylerin

genisletilerek in vivo deneylerle desteklenmesi gerekmektedir.
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